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8.TAXONOMIA 


CLASIFICACION TAXONOMICA 

En la clasificacion taxonomica se sigue la nomenclature! binomial 
propuesta por Linneo de genero y especie, como la mas eficaz. El primer 
nombre generico se refiere al gmpo al cual pertenece, mientras que el segundo 
es especifico y representa a un individuo especificamente diferenciable dentro 
del genero respectivo. 

Una de las primeras clasificaciones fue confeccionada en el ano 1895 por 
Migula, la cual utilizo Chester en la confeccion de su Manual de 

determinaciones bacterioldgicas en el ano 1901. Lehmann y Newmann, en 
1927, elaboraron una clasificacion utilizada especialmente en los paises 

europeos. 

La Sociedad Americana de Bacteriologos (1917-1920), con la ayuda de un 
comite, elaboro una clave taxonomica con la cual fue posible una clasificacion 
mas satisfactory de las especies bacterianas. Esta clasificacion fue 
posteriormente ordenada y modificada por el doctor David H. Bergery, la cual se 
llama por este motivo Manual de Bergey para la clasificacion bacteriologica. 

Esta clave fue elaborada siguiendo las normas taxonomicas utilizadas para 
la clasificacion de animales y plantas dadas en el Quinto Congreso Intemacional 
de Botanica, en Cambridge, Inglaterra, en el ano 1930, y por el Primer Congreso 
Intemacbnal de Microbiologia, en Paris, en el mismo ano. Sin embargo, antes 
de la aparicion de esta clave se conocian ya algunos ordenamientos taxonomicos 
que si bien eran clasificaciones que adolecian de muchas deficiencias, fueron de 
mucho uso. 

La Sociedad de Bacteriologos Americanos elaboro la primera Carta 
Descriptiva, en la cual se dan las normas y las caracterfsticas morfologicas y 
fisiologicas mas importantes que deben estudiarse para la clasificacion de una 
bacteria. 

A pesar de que las formas de las bacterias no se mantienen constantes 
debido a causas y condiciones del medio, sin embargo, la morfologia ha sido 
siempre uno de los caracteres que mas han tornado en cuenta los taxonomistas 
en la agrupacion de microbios para su clasificacion. La clasificacion 
moifologica ha sido luego respaldada por el estudio de la fisiologia, lo cual ha 
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permitido, mediante el estudio del metabolismo de las bacterias, diferenciarlas y 
clasificarlas en grupos especiales de acuerdo con ciertos caracteres, como lo son 
la produccion de sustancias organicas; acido acetico, lactico, alcohol butllico, 
etc., como tambien la formacion de pigmentos cromogenos. Por lo tanto, los 
caracteres que se tienen en cuenta en la taxononha de las bacterias es la 
morfologia y la fisiologia de las mismas. 


NOMENCLATURA BINOMIAL 


La nomenclatura binomial se da siempre en latm, es decir, que una 
bacteria se denomina con dos palabras latinas; Ej.: Lactobacillus acido/phyllus. 
El primer nombre corresponde al genero al cual pertenece, que signilica 
bastoncitos pequenos de la leche y siempre se debe escribir la primera letra con 
mayuscula; el segundo nombre o especifico o de la especie se escribe en tipo 
minuscula y casi siempre representa una caracterfstica especlfica, por ejemplo: 
Bacterium album significa bacteria incolora; Brucella maltensis signilica 
brucela de Malta; Bacillus ad headhrcm se denomina a un microorganismo que 
se adhiere a las paredes del tubo; Streptococcus lactis representa al estreptococo 
de la leche. 


Muchas veces se encuentran las dos palabras latinas seguidas por un 
nombre propio; esto significa que es el autor de la especie clasificada. 

Ej.: Clostridium welchii (Migula); en este caso el autor de la clasificacion es 
Migula. Otras veces las dos palabras latinas van seguidas de dos nombres 
propios, el primero encerrado entre parentesis, lo cual significa que la primera 
clasificacion fue hecha por el autor que se encuentra entre parentesis y luego fue 

colocada en otro genero mas adecuado. Ej.: Septoria linicola (Speg) Garass, 
signilica que Spegazzini fue el primero que clasifico este hongo en el genero 
Phlyctaena y luego Garassini lo reclasifico en el genero Sefitoria. 

Las especies agrupan bacterias que tienen las mismas caracterfsticas tanto 
morfologicas como fisiologicas, pero el conjunto de especies forman un genero; 
sin embargo, muchas veces es necesario recurrir a la variacion o variante, pues 
algunas especies presentan de vez en cuando caracteres distintos a las demas, 
que permiten clasificarlas como variantes dentro de la misma especie; por 
ejemplo, Streptococcus lactis, variedad maltigenes, se denomina as! porque 
produce gusto a malta en la leche. 

Cultivo tipo 

La especie es la unidad en la clasificacion, a pesar de que se presentan muchas 
dificultades mediante este sistema, pues las bacterias no mantienen en forma 
constante sus caracteres, tanto morfologicos como fisiologicos; sin embargo, se 
ha adoptado, pues de una u otra manera era necesario ordenarlas en grupos mas 
o menos semej antes para su clasificacion. 
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En toda clasificacion es importante mencionar el medio de cultivo en el cual se 
ha desarrollado la nueva especie; este cultivo o medio de cultivo se llama en este 
caso cultivo tipo que quiere decir que la descripcion de la nueva especie re 
realizo cultivandola en dicho medio. Esto es de gran importancia, ya que las 
bacterias pueden presentar ciertas variantes cuando se las mantiene en medios 
distintos y pueden dar lugar luego a una confusion sistematica. 

NORMAS GENERALES PARA LA 
CLASIFICACION DE LAS BACTERIAS 

Clasificar es sinonimo de ordenar o agrupar cosas iguales; por lo tanto, 
cuando se habla de clasificar un objeto quiere decir colocarlo entre los objetos 
iguales al que se estudia y separarlo de los distintos. De acuerdo con este 
concepto de Huxley se han establecido ciertas normas o metodos que siguen una 
disciplina taxonomica para facilitar el estudio y la ubicacion de las bacterias. 

Grupos o Phillum 

El reino vegetal comprende cuatro grandes grupos llamados Phillum, cada 
uno esta compuesto por closes, las clases se componen de ordenes, los ordenes 
de familiasQ stas de tribus, las tribus de generos y los generos de especies; 
podrfamos decir, en otra forma, que las especies forman los generos, los generos 
forman las tribus, las tribus las familias, estas los ordenes, los ordenes las clases 
y las clases los Phyllum, los cuales forman el reino vegetal. Existen tambien 
sub-Phyllum; subclases, subordenes, subfamilias, subtribus, subgeneros y 
subespecies. 

Los ordenes terminan en Ales; ejemplo Eubalteriales, Actynomicetales, 

etc.. 

Las familias tienen la terminacion en Aceae; ejemplo: Bacteriaceae, 
Bucillaceae, etc. 

Las subfamilias tienen el sufijo oideae; las tribus, eae, y las subtribus, 
iuae y eae. 


Grupo 

Terminacion 

Ejemplo 

Clase 

No establecida 

Schizomycetes 

Subclase 

44 44 

— — 

Orden 

Ales 

Virales 

Suborden 

Ineae 

Eubacteriineae 

Familia 

Aceae 

Nitrabacteriaceae 

Subfamilia 

Oidene 

Baciloideae 

Tribu 

Iene 

Escherichieae 

Subtrihu 

Inae 

Bacillinae 

Genera 


Bacillus 

Especie 


Coli 
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La taxonomia es, piles, la rama de la biologia que clasifica las bacterias 
basadas en leyes o convenciones intemacionales, permitiendo una satisfactoria 
agrupacion de las especies mas o menos semejantes. 

La Sociedad Internacional de Microbiologos ha establecido un comite 
permanente para el estudio de la nomenclatura bacteriana, el cual sigue las 
normas, hasta donde el caso lo permite, que utilizan los botanicos y zoologos en 
su clasificacion. 

Las leyes taxonomicas utilizadas en la nomenclatura bacteriana es el fruto 
de numerosos congresos intemacionales, donde se discuten ampliamente las 
normas indispensables a seguir en la elaboracion de reglas de ordenamiento de 
individuos semejantes. Los congresos intemacionales de Botanica celebrados en 
la ciudad de Viena el ano 1903 y en Bruselas en 1910, fueron los que dieron los 
primeros pasos hacia la elaboracion de dichos ordenamientos. 

El primer Congreso de Microbiologia, que se llevo a cabo el ano 1930, 
adopto las primeras ideas de ordenamiento publicadas por Linneo en 1753, en 
Species Plantarum. Se organizo ademas un comite internacional permanente 
para la nomenclatura bacteriana, el cual ha venido estudiando las normas mas 
convenientes a fin de dar una clasificacion lo mas ajustada posible y conseguir 
una mayor sencillez y estabilidad en la nomenclatura de las bacterias. 

Las actuales reglas de la nomenclatura modema se han elaborado siguiendo las 
normas dadas en el Congreso de Botanica celebrado en Amsterdam el ano 1935, 
las cuales se hallan resumidas en tres capitulos, que se refieren: 

I. Condiciones generales y fines principals. 

II. Categorfa de los grupos taxonomicos. 

III. Nombres de los grupos taxonomicos, los cuales comprenden 

74 articulos y 15 secciones. 

CLASIFICACION DE MIGULA 

Migula divide a las Schyzomycetes en dos grandes ordenes, segun 
tengan o no inclusiones de azufre. 

ler. Orden: EXBACTERIA. Comprende a las bacterias sin inclusiones 
de azufre o bacteriopurpurina. incoloras o ligeramente coloradas, generalmente 
de coloracion verde; este orden comprende cuatro familias, segun la morfologia 
de las bacterias, y cada familia agmpa una 
serie de generos: 

Familias 

1° Coccaceae, que son las bacterias redondas o esfericas, comprendiendo 
cinco generos, que se dividen en dos gmpos: inmoviles y moviles. Las moviles 
corresponden a los generos Planococcus, que son tetradas o grupo de cuatro y 
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Planosarcinas que son las sarcinas moviles. Las inmoviles son los generos: 
Streptococcus o cocos en cadena; Micrococcus corresponde a los cocos que se 
agrupan sin ordenamiento o en forma de racimo (comprende los estafiloocos de 
la nomenclatura modema); Sarcina, que son agrupaciones de cocos en forma de 
cubos o paquetes de ocho formando un cubo. 

2° Bacteriaceae. Microorganismos de celulas alargadas, rectas, sin 
filamento ni ramificaciones y comprende tres generos: a) Bacterium formado 
por celulas alargadas inmoviles; b) Bacillus, que comprende celulas moviles con 
cilias perftricas, y c) Pseudomonas, correspondiente a celulas moviles con tilias 
monotricas. 

3° Spirillaceae. Son bacterias de cuerpos alargados, pero encorvadas, formando 
espirilos, con cuatro generos: a) Spirosoma, o celulas encorvadas rfgidas; b) 
Min,ospiru, en forma de coma;’ c) Spirillzlm, con largas o cortas espiras; d) 
Spirochaeta, de cuerpo espirilado, flexible. 

4° Chlamydobacteriaceae. Correspondiente a celulas filamentosas ramificadas 
que se reproducen mediante conidias, que crecen en las celulas vegetativas 
directamente; comprenden: Chlamydotrix, con filamentos no ramificados; 
Crenotrix, con filamentos no ramificados, pero diferenciables entre la base y el 
apice; Phragmidtzothrix, que forma largos filamentos; y Spherotilus, que tiene 
conidias moviles y la celula presenta ramificaciones dicotomicas. 

2° Orden: THIOBACTERIA. Agrupa las : celulas con inclusiones de azufre, con 

o sin pigmento rojo, posado o violeta, con bacteriopurpurina; 

comprende dos familias: Beggiatoaceae, que son bacterias sin pigmento rojo, 

con dos generos: Tbiotrix y Beggiatoa; y Rhodobacteriaceae, 

con pigmento rojo, con un solo genero: Tbiocystis. 

En la septima edition del Manual de Bergey (1957) aparece la nueva 
division PROTOPHYTA con tres clases y dos ordenes, comprendiendo las algas 
azules, las bacterias, los virus y las rickettsias, separandolas de 
este modo de THALLOPHYTAS, como figuraba en la sexta edition. 
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DIVISIONES DE LA SEPTIMA EDICION DEL MANUAL DE BERGEY 

Division I PROTOPHYTAS ; Plantas primitivas. 

A) Organismos con pigmentos fotosinteticos (ficocianina. Algas 
azules (Cyanophyceas). 

Clase 1. SCHIZOPHYCEAE 

A) Organismos sin pigmentos fotosinteticos. No contienen ficocia¬ 
nina. Bacterias y formas parecidas a bacterias. 

a) Reproduction por fision. Algunas especies tienen estados 
filtrables. 

Clase II. SCHIZOMYCETES 


Orden 1. 

PSEUDOMONADALES 

Orden 2 . 

CHT AMYDOB ALTER TAT ES 

Orden 3. 

HYPHOMICROBIALES 

Orden 4. 

EUBACTERIALES 

Orden 5. 

ACTINOMYCETALES 

Orden 6. 

CARYOPHANALES 

Orden 7. 

BEGGIAT 0 ALES 

Orden 8. 

M YXOB ACTERIALES 

Orden 9. 

SPIROCHAETALES 

Orden 10. 

MYCOPLASMATALES 


b) Celulas muy pequenas; no se conocen formas de multiplication. 
Todas poseen estados filtrables. 

Clase III. MICROTATOBIOTES 


Orden I. RICKETTSIALES 
Orden II. VIR A L E S 


Division II. 
Division III. 

Division IV. 
Division V 


THALLOPHYTA 

BRYOPHYTA 

PTERIDOPHYTA 

SPERMATOPHYTA 
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CLAVE CORRESPONDIENTE A LOS ORDENES Y SUBORDENES DE LA 
CLASE SCHIZOMYCETES, DE ACUERDO A LA SEPTIMA EDICION DEL 

MANUAL, DE BERGEY. 1957 

I. Celulas rfgidas, formas de coco, baston (rectos o curvos) o espirilo. Algunas 
veces en “trichomes ” * Moviles (monotricos) o inmoviles. 

A. Cocos, bastones rector, o curvos o espirilos. A veces en cadena. Pueden 

contener pigmentos fotosinteticos purpura o verde. No forman 
“trichomes”. Generalmente moviles por flagelo polar. Ocasionalmente 
inmoviles. 

Orden 1. PSEUDOMONAD ALES 

B. No como A. 

1. Celulas en “ trichomes ”, frecuentemente dentro de una vaina. 
Ocasionalmente moviles o inmoviles. Las vainas pueden contener 
deposito de hidroxido ferrico y la “trichomes” puede estar fija al 
substrato. 

Orden II. CHLAMYDOBACTERIALES 

2. Reproduction generalmente por brotacion mas bien que por fision. 

Pueden estar fijadas al substrato mediante un apendice; el genero 
Rhodomicrobium contiene especies con pigmentos fotos sinteticos. 

Orden III. HYPHOMICROBIALES 

II. No como en I 

A. Celulas rfgidas, cocos o bastoncitos rectos. Separados, en 
cadenas o en “trichomes”. Moviles (perftricos) o inmoviles. No 
acidorresistentes. 


Organismo uniseriado multicelular en el cual el caracter multicelular puede ser raramente visible sin 
necesiciad de coloracion. 
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1. Cocos o bastones, no en “trichomes”. Pueden presentar cadenas de 
celulas. 

Orden IV. EUB A CTERIALES 

2 Celulas en “trichomes”. 


Orden V. CARYOPHANALES 

B. No como en A 

1. Celulas rfgidas, pueden crecer en una formacion de tipo micelial 
ramificado, desarrollando cadenas conidiales aereas. Las colonias 
superficiales tienen semejanza con las de los mohos. Desarrollo de 
esporas dentro de esporangios en dos de los generos y en uno de 
estos las esporas son moviles. Celulas aisladas o en ramificaciones 
simples frecuentemente acidorresistentes. 

Orden VI. ACTINOMYCETALES 

2. No como en 1 . 

a. Celulas rfgidas, usualmente alargadas pero pueden aparecer formas 
cocoideas o en “trichomes”. Granulos de azufre pueden aparecer en 
la superficie o interior de la celula. Movimiento por arrastre oscilante 
o rodante. Movimiento semejante a ciertas algas azul-verdoso 
(brusco). No presenta flagelos. 

Orden VII. BEGGIATOALES 

aa. No como en a. 

b. Celulas flexuosas, largas o cortas. 

c. Celulas flexuosas. Se arrastran en el substrato. Comunmente extremos 
en puntas. Los cuerpos fructiferos desarrollan generalmente de una 
delgada colonia extendida (seudoplasmodio). Bacterias mucosas. 

Orden VIII . MYXOBACTERIALES 
cc. Celulas en espirilos, largas o cortas nadando libremente por 
flexion del cuerpo. 


Orden IX. SPIROCHAETALES 

bb. Organismos inmoviles, muy pleomorfos, de un caracter muy 
delicado. Poseen estados filtrables. 


Orden X . MYCOPLASMATALES 
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NUEVA ORDENACION DE LA CLASE SCHIZOMYCETES 


Orden 1. PSEUDOMONADALES 

Celulas rfgidas, rectas, curvas o espirilos. Raramente en pares o 
cadenas. Generalmente moviles por flagelo polar. Celulas gramnegativo. 
Reproduccion por particion. Ciertas especies hacen fotosmtesis. 


Suborden 1. Rhodobacteriineae. Comprende todas las bacterias 
pigmentadas capaces de realizar fotosmtesis. Bacterias del azufre, purpura 
verde y marron. 


Familias: 


I. Thiorbodaceae 

Generos 


I. Thiosarcina 

VIII. 

Amoebobacter 

II. Thiopedia 

IX. 

Thiopolycoccus 

III. Thiocapsa 

X. 

Thio spirillum 

IV . Thiodictyon 

XI. 

Rhabdomonas 

V. Thiothece 

XII. 

Rhodothece 

VI. Thiocystis 

VII. Lamprocystis 

XIII. 

Chromectium 


II. Athiorhodaceae 

Generos : 

I. Rhodopseudomonas 

II. Rhodospririllum 

III. Chlorobacteriaceae 

Generos : 

I. Chlorobium IV. Chlorobacterium 

II. Pelodictyon V. Chlorochromatium 

III. Clathrocloris VI. Cylindrogloea 


Suborden II. Pseudomonadineae. Morfologfa variada. Algunas especies 
estrictamente autotrofas, otras oxidan compuestos sulfurados y algunas son 
patogenas de plantas. Comprenden bacterias pedunculadas. 


Familias : 
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I. Nitrobacteraceae 

Generos : 

I. Nitrosomonas 

II. Nitrosococcus 

III. Nitrosospira 

IV. Nitrosocystis 


V. Nitrosogloea 

V. Nitrobacter 

VI. Nitrocystis 


II. Methanomonadaceae 

Generos : 

I. Methanomonas 

II. Hydrogenomonas 

III. Carboxydomonas 


III. Thiobacteriaceae 

Generos 

I. Thiobacterium 

II. Macromonas 
I TT . Thiovulum 


IV. Thiospira 

V. Thiobacillus 


IV. Pseudomonadaceae 

Generos 


I. Pseudomonds 

vn. 

Zymomonas 

II. Xanthozomonas 

vm. 

Protaminobacter 

III. Acetobacter 

IX. 

Alginomonas 

IV. Aeromonas 

X. 

Mycoplana 

V . Photobacterium 

XI. 

Zoogloea 

VI. Azotomonas 

XII. 

Halobacterium 


V. Caulobacteraceae 

Generos : 

I. Caulobacter IE. Siderophacus 

II. Gallionella IV. Nevskia 


VI. Siderocapsaceae 

I. Siderocapsa 

II. Siderosphaera 
HI. Sideronema 

IV. Ferribacterium 

V. Sideromonas 


Generos 

VI. Naumanniella 
VII. Ochrobium 
VIE. Siderococcus 
IX. Siderobacter 
XI. Ferrobacillus 


VII Spirillaceae 
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I. Vibrio 

II. Desulfovibrio 

III. Methanobacterium 

IV. Cellvibrio 

V. Cellfalcicula 


Generos 

VI. Mycrocyclus 

VII. Spirillum 
VIE. Paraspirillum 

IX. Selenomonas 

X. Myconostoc 


Orden II . CHLAMYDOBACTERIALES 

Bacterias encerradas en una vaina. Se reproducen por particion o tambien 
conidias. Gramnegativo. Parecidas a algas. Celulas en “trichromes”. 

Familias: 

I. Chlamydobacteriaceae 

Generos: 

I. Sphaerotilus 

II. Leptothrix 

IH. Toxothris 

II. Peloplocaceae 

Generos: 

I. Peloploca 

II. Pelonema 

HI. Crenotrichaceae 

Generos 

I, Crenothrix 

II. Phragmidiothrix 
HI. Clonothrix 

Orden III. HYPHOMICROBIALES 

Bacterias que se multiplican por brote o particion longitudinal. Algunas 
,moviles por tlagelo polar. Gramnegativo. Gcncralmcnte fijadas por un 
pedunculo. Algunas con pigmentos fotosinteticos. 

Familias : 

I. Hyphomicrobiaceae 

Generos : 
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I. Hyphomicrobium 

II. Rhodomicrobium 

II. Pasteuriaceae 

Generos : 

I. Pasteuria 

II. Blastocaulis 

Orden IV. EUB A CTERIALES 

Verdaderas bacterias. Celulas aisladas, no diferenciadas y con membrana 
rfgida. Division por particion. Perftricas cuando moviles. Grampositivo y 
negativo. 

Familias: 

I. Azotohacteraceae 

Genero : 

I. Azotobacter 

II. Rhizobiaceae 

Generos : 

I. Rhizobium 

II. Agrobacterium 
HI. Chromobacterium 

III. Achomobacteraceae 

Generos : 


l. Alcaligenes IV. Agarbacterium 

II. Achromobacter V. Beneckea 

m. Flavobacterium 

IV. Enterobacteriaceae 
Tribus: 

I. Escherichieae 

I. Escherichia 

II. Aerobacter 

III. Klebsiella 


Genero: 

IV. Paracolobactrum 

V. Alginobacter 


II. Erxvinieae 


I. 


Genero: 
Erwinia 
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III. Serratieae 


IV. Proteeae 


V. Salmonelleae 


V. Brucellaceae 


Genero: 

I. Serratia 

Genero: 

I. Proteus 

Genero s : 

I. Salmonella 

II. Shigella 


Genero s: 


I. Pasteurella 

V. 

Actinobacillus 

II. Bordetella 

VI. 

Calymmatobacterium 

III. Brucella 

VII. 

Moraxella 

IV. Haemophilus 

vm. 

Noguchia 


VI. Bacteroidaceao 


Genero s: 


I. Bacteroides 

II. Fusobacterium 

III. Dialister 
VII. Micrococcaceae 


Genero s : 

I. Micrococcus 

II. Staphylococcus 

III. Gaffkya 


IV. Sphaerophorus 

V. Streptobacillus 


IV. Sarcina 

V. Methanococcus 

VI. Peptococcus 


VIII. Neisseriaceae 

Genero s: 

I. Neisseria 

II. Veillonella 

IX. Brevibacteriaceae 

Genero s : 

I. Brevibacterium 

II. Kurthia 

X. Lactobacillaceae 
Tribus: 

I. Streptococceae 

Genero s : 


I. Diplococcus 

II. Streptococcus 

III. Pediococws 


IV. Lellcouo.! toe 

V. Peptostrreptococcus 
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II. Lactobacilleae 

Generos: 

I. Lactobacillus 

II. Eubacterium 

III. Catenabacterium 


XI. Propionibarteriaceae 

Generos : 

I. Propionibacterium 

II. Blrtyribactekvm 

III. Zymobacterium 


XII Corynebacteriaceae 

I. Corynebacterium 

II. Listeria 

III. Erysipelothrix 

XIII Barillaceae 


Generos : 


Generos : 

I. Bacillus 

II. Clostridium 


IV. Miuobactekwn 

V. Cellulomonas 

VI. Arthobacter 


Orden V. CARYOPHANALES 

Bacterias filamentosas que se reproducen por partition. Moviles por flagelos 
perrtricos. Celulas en “trichomes” conteniendo cuerpos nucleares discoides. 

Familias: 

I. Caryophanaceae 

Generos : 

I. Catyophanou 

II. Lineola 

III. Simonsiella 

II. Oscillospiraceae 

Genero : 

I. Oscillospira 


III. Arthromotaceae 


Generos : 
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Orden VI. ACTINOMYCETALES 

Bacterias filamentosas. Algunas con micelio. Generalmente inmoviles. Algunas 
son acido-resistentes. Reproduction por procesos especiales de esporulacion. 

Familias: 

I. Mycobacteriaceae 

Generos : 

I. Mycobacterium 

II. Mycococcus 

II. Actinomycetaceae 

I. No cardia 

II. Actinomyces 


III. Streeptomycetaceae 


l. 

n. 

m. 

IV . Actinoplanaceae 


I. 

n. 

Orden VII. BEGGIATOALES 
Bacterias que se caracterizan por su traslacion por arrastre o deslizamiento. 
Movimiento por arrastre oscilante o rodante. Multiplication por partition. 
Celulas en “trichomes”. 

Familias: 

I. Beqqiatoaceae 

Generos: 

I. Beggiatoa HI. Thioploca 

II. Thiospillopsis IV. Thiothrix 


Generos : 

Streptomyces 

Micronospora 

Thermoactinomyces 

Generos : 

Actinoplanes 

Streptosporangium 


II Vitreoscillaceae 


Generos : 

I. Vitreoscilla 
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III. Leucotrichaceae 


IV. Achromatiaceae 


II. Bactoscilla 
IH. Microscilla 

Genero : 

I. Leucothrix 

Genero: 

I. Achromatium 


Orden VIII. MYXOBACTERIALES 


Bacterias mucosas. Reproduccion por particion o formacion de 
microquistes. Movimiento, por arrastre. Producen largos cuerpos fructrferos. 

Familias: 

I. Cytophaxaceae 

Generos 
I. Cytophaga 

II. Archangiaceae 

Generos 

I. Archangium 

II. Stelangium 

III. Sorangiaceae 

Generos 

I. Sorangium 

IV. Polyangiaceae 

Generos 

I. Polyangium HI. Podangium 

II. Synangium IV. Chondromyces 

V. Myxococcaceae 

Generos 

I. Myxococcus III. Angiococcus 

II. Chondrococcus IV. Sporocytophaga 


Orden IX. SPIROCHAETALES 

Bacterias espiriladas. Se multiplican por particion. Cuerpo flexuoso. 
Movimiento por rotacion alrededor del eje axial. Celulas hasta 500 micrones. 
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Familias: 

I. Spisochaetaceae 


Generos: 

I. Spisochaeta 

II. Saprospira 
HI Cristispira 


II. Treponemataceae 


Generos : 


I. Borrelia 

II. Treponema 

III. Leptospira 


Orden X. MYCOPLASMATALES 

Organismos muy pleomorfos. Inmoviles. Multiplicacion por fragmentacion 
y formacion de cuerpos elementales. Miy pequenos. Poseen estados filtrables. 
Organismos de la pleuroneumonra. 

Familia: 

I. Mycoplasmataceae 

Genero : 

I. Mycoplasma 


MICROTATOBIOTES 

Nueva Clase, creada por Philip (1956), para agrupar a las sustancia: viva, 
mas pequenas que se conocen (Rickettsia y Vims), cuya caracterfstica 
fundamental es su dependencia, para su multiplicacion y crecimiento, de otros 
organismos vivos, no desarrollando en medios de cultivo artificiales. 
Comprende dos ordenes: Rickettsiales y Virales. ( Manual de Bergey, T edicion. 
1957). 


Orden RICKETTSIALES 

I Parasitos, intracelulares, raramente extracelulares, en artropodos. 
A. Artropodos vectores. 

Familia I. Rickettsiaceae 


B. Arthpodos no vectores. 

Familia 2. Clammydiaceae 
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II. Parasitos intracelulares o extracelulares facultativos. 

A. Parecidos a bacterias (bastoncitos). 

Familia 3. Bartonellaceae 

B. Parecidos a vims. 

Familia 4. Amaplasmataceae. 



TAXONOMIA 


155 


INTRODUCE)AS EN LA SEPTIMA EDICION DEL 

MANUAL DE BERGEY 

ORDEN EUBACTERIALES 

Este Orden pasa como IV Orden con las siguientes modificaciones: 

1. Los dos subordencs EUBACTERANEAE y CAULOBACTERANEAE se 
suprimen, y el suborden RHODOBACTERANEAE pasa completo al nuevo 
Orden PSEUDOMONAD ALES. 

2. La familia Nitrobacteriaceae pasa al nuevo Orden 
PSEUDOMONAD ALES , suborden Pseudomonadineae, pero las tres tribus 
que comprendlan anteriormente Nitrobacteriae, Hidrogenomonas y 
Thiobacilleae fueron suprimidas. 

3. La familia Pseudomonadaceae, del Orden EUBACTERIALES, ha pasado 
al nuevo Orden PSEUDOMONAD ALES con 12 generos, siete de los cuales 
son nuevos: Aeromonas, Photobacterium, Azotomonas, Zymomonas, 
Alginomonas, Zooglea, Halobacterium. 

4. La tribu Pseudomonadeae, de la clasificacion anterior, se suprime. La 
tribu Spirilleae pasa a la familia Spirillaceae, dependiendo del Orden 
PSEUDOMONAD ALES , con seis generos: Methanomonas, Cellvibrio, 
Microcyclus, Paraspirillum, Selenomonas, Myconostoc , ademas de los 
tres generos anteriores: Vibrio, Desulfovibrio y Cellfalcicula. 

5. A la familia Micrococcaceae se le suma los generos Staphylococcus, 
Methanococcus, Peptococcus : estos dos ultimos son nuevos. 

6. La familia Lactobacteriaceae pasa como Lactobacillaceae con sus 
correspondiente tribus Streptococceae y Lactobacilleae y con dos nuevos 
generos en la primer tribu: Pedicoccus y Peptostreptococcus y con cuatro 
en la segunda tribu: Eubacterium, Catenobacterium, Ramibacterium y 
Cillobacterium. El genero Microbacterium pasa a la familia 

Corynebacteriaceae y los generos Propionibacterium y Butyribacterium, 
pasan a la nueva familia Propionibacteriaceae. Estas dos familias 
dependen ahora del nuevo Orden PSEUDOMONAD ALES. 

7. La familia Corynebacteriaceae pasa a depender del nuevo Orden 
PSEUDOMONAD ALES con seis generos. 
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8. A la familia Achromobacteriaceae se le suman los nuevos generos 
Agarbacterium y Bene eke a. 

9. La familia Enterohacteriaceae no sufre modificacion, excepto la tribu 
Escherichiae, que aumenta los generos Paracolobactrum y Alginobacter. 

10. En la nueva edicion se ha suprimido la familia Pa rvobacte ria ceae y las 
dos tribus Pasteurelleae y Hemophileae; en cambio, la tribu Brucelleae es 
elevada a familia Brucellaceae, con cinco generos. 

11. Se suprime la familia Bacteriaceae, asi como su unico genero 
Bacterium. 

12. La familia Canulobacteriaceae, que dependia del suborden 
Caulobacteriineae, ha pasado al nuevo suborden Psendomonaclineae con 
cuatro generos: Cau lobacter, Gallionella, Nevskia, y Siderophacus; los 
tres primeros dependian de dicha familia en la anterior edicion; el cuarto 
genero es nuevo. 

13. La anterior familia Siderocapsaceae pasa a depender del suborden 
Psendomonadineae, correspondiente al Orden PSEUDOMONAD ALES , pero 
con diez generos, ocho de los cuales son nuevos. 

14. El Orden CHI AMIDOR ACTERT AT .E S comprende tres familias en lugar de 
cuatro. De estas tres una es nueva Peloplacaceae con los generos 
Peloploca y, Pelonema. En la familia Chlamidobacteriaceae se han 
mantenido los generos Sphaerotilus y Leptothrix con un genero nuevo: 
Toxotrix; el anterior genero Clonotrix ha pasado a depender de la familia 
Crenotrichaceae, la cual comprende ahora tres generos; Cretzothrix, 
Phragmidiothrix (nuevo) y Clonothrix. En este Orden se ha suprimido la 
familia Achromoatiaceae. La familia Beggiatoaceae ha pasado tal cual a 
depender del nuevo Orden BEGGIATOALES. 

15. El nuevo Orden HYPOMICROBIALES comprende dos nuevas familias; 
Hyphomicrobiaceae, con dos generos Hyphomicrobium y 
Rhodomicrobium, y la familia Pasteruriaceae, que pasa con sus dos 
generos, Pasteuria y Blastocaulis, que en la clasificacion anterior 
dependian del suborden Caulobarteriineae, del Orden El IB ACTERT AT .E S. 

16. El Orden EUBACTERIALES es el mas modificado, pues se le han 
suprimido los tres subordenes, uno de los cuales, Rhodobacteriineae, ha 
pasado al nuevo Orden PSEUDOMONAD ALES , pasando ademas la familia 
Pseudomonadaceae y la tribu Spirillaceae. Se crean cinco nuevas 
familias; Brucellaceae, con siete generos; Bacteriodaceae, con cinco 
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generos; Breviibacteriaceae, con dos generos; Lactobacillaceae 
(anteriormente Lactobacteriaceae), con sus dos tribus Streptococeae y 
Lactobacilleae, como figuraba en la clasificacion anterior, pero se 
incluyen algunos generos nuevos. La familia Propionibacteriaceae 
aparece con tres generos, incluyendo a los dos anteriores, 
Propionibacterium y Butyribacterium. Fueron suprimidas 
Par\>obacterium y Bacteriaceae. 

17. El nuevo Orden BEGOT ATO M E S comprende ademas de la anterior 
familia Beggiatoaceae, tres nuevas familias: Vitreoscillaceae, con tres 
generos; Leurotricbaceae, con un genero, y Achromatiaceae, con un 
genero. 

18. El nuevo Orden CARYOPHANALES comprende tres nuevas familias; 
Actinooha naceae, Oscillosphiraceae y Arthromitaceae, las cuales 
comprenden seis nuevos generos. 

19. El Orden ACTYNOMY CETALES ha aumentado una familia, 

Actinophanaceae, con dos nuevos generos: Actinoplanes y 
Streptosporangium. 

20. Los Ordenes MYXOBACTERIALES y SPIROCHAETALES no han sido 
modificados, pasando, por lo tanto, a la nueva clasificacion sin cambio en 
las familias y los generos. 

21. El nuevo Orden MYCOPLASMATALES comprende formas mas 
pequenas, muchas de ellas filtrables, con una sola familia, 
Mycoplasmataceae, con un solo genero, Micoplasma. 

CARACTERISTICAS DIFERENCIALES DE LAS 47 FAMILIAS 

COMPRENDIDAS EN LA T ED. DEL MANUAL DE BERGEY (1957) 

Orden 1. PSEUDOMONAD ALES 

Suborden Rhodobacteriineae 

Familias: 

I. Thiorhodaceae. Bacterias purpuras, cuyo sistema pigmentario se 

compone de bacterioclorofila y otros carotenoides capaces de 
realizar metabolismo fotosintetico. Contienen azufre en presencia 
de hidrogeno sulfurado. Bacterias purpuras del azufre. 

II. Athiorhodaceaea. contienen azufre, aun en presencia de 

hidrogeno sulfurado. Requieren factores de crecimiento 
organicos. Bacterias ni purpuras ni marrones del azufre. 
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HI. Chlorobacteriaceae, Bacterias verdes del azufre, Contienen un 

sistema pigmentario con las mismas caracterfsticas de un 
compuesto clorofiliano, pero diferente a la clorofila de las plantas 
verdes y a la bacterioclorofila de las bacterias purpuras. 

Suborden Pseudomonadiineae 
Familias: 

I. Nitrobacteraceae . Oxidan sales de amonio a nitritos o nitritos a 

nitratos. Autotrolas. 

II. Methanomonadaceae. Oxidan metano, hidrogeno o monoxido 

de carbono. Autotrofas. 

III. Thiobacteraceae. Oxidan compuestos sulfurados, 

frecuentemente con depositos de granulos de azufre o cristales, 
dentro o fuera de la celula. 

IV. Psedomonadaceae. Organismos frecuentemente oxidativos, 

aunque a veces son fisiologicamente fermentativos. 
Generalmente heterotrofos. Raras veces autotrofos facultativos. 

V. Caulobacteraceae. Celulas adheridas al sustrato, por una 

apendice, generalmente con un garfio. 

VI. Siderocapsaceae. Celulas en pelfcula libre flotante o adheridas 

al sustrato mediante material capsular. 

VII. Spirillaceae. Celulas curvas. Formas de vibriones o espirilos. 

Orden II. CHLAMIDOB A CTERIALES 

Familias: 

I. Chalomidobacteriaceae. Poseen “trichomes”, a veces con falsas 

ramificaciones, Pueden formar agrupacones moviles. Cuando forman 
conidias son moviles. 

II. Peloplocaceae. Posee “trichomes” muy largos (0,5 cm) sin 

ramificaciones. 

TIT . Crenotrichaceae. Producen conidias inmnoviles. 

Orden III HYPOMICROBIALES 
Familias : 

I. Hyphomicrobium. Los brotes nacen sobre un filamento. 

II. Pasteuriaceae. Los brotes son sesiles. 


Orden IV. EUB A CTERIALES 
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Familias: 

l. Azotobacteraceae. Celulas ovoides o cocoideas, con apariencia 

de levaduras. Vida libre en cl suelo. Fijan nitrogenovatmosferico. 
Aerobias o anaerobias facultativas. 

II. Rhizobiaceae. Bacterias heterotrofas, que pueden usar nitrogeno 

inorganico para su desarrollo, generalmente moviles de 1 a 6 
flagelos. Forman generalmente nodulos o tuberculos en raices de 
plantas. Colonias grandes y mucosas en agar manita. 

m. Achromobacteraceae. Bastoncitos rectos, desarrollan en medio 

peptonado. Oxidan o no glucosa. Raramente fermentan glucosa 
en medio anaerobio. Pueden o no reducir nitratos o producir 
acidez en leche tornasolada. Muchos son cromogenos amarillos. 
Algunas especies digieren el agar y otras la quitina. 

IV. Enterobacteriaceae. Fermentan glucosa y a veces lactosa, en 

medio anaerobio, produciendo gas (C02 y H2). Reducen 
nitratos. Viven frecuentemente en alimentos, vias respiratorias y 
urinarias en vertebrados. Algunas son de vida libre y otras 
patogenas de plantas. 

Tribus : 

1. Escherichieae. No producen protopectinasa. No son parasitos 
de las plantas. No producen prodigiosina. Fermentan lactosa en 

anaerobiosis, generalmente en 48 horas, pero en el genero 
Paracolobactrum la fermentation puede producirse despues de 
mas de treinta dias. 

2. Ewinieae. Pueden producir protopectinasa. Parasitos de plantas, 
frecuentemente causan podredumbres blandas, 
marchitamientos, etc. No producen prodigiosina. Fermentan 
lactosa en anaerobiosis. 

3. Sewatieae. Producen prodigiosina. 

4. Proteae. Descomponen urea en 48 horas (excepto la especie 

Proteos inconst ans). Raramente fermentan lactosa en 

anaerobiosis. 

5. Salrtzonelleae. No descomponen urea en 48 horas. 

V. Brueliaceae. Bastoncitos generalmente pequenos, moviles o 

inmoviles. Parasitos obligados en animales. Muchos no 
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desarrollan en medios comunes. La mayorfa no fermentan 
glucosa en medio anaerobio. 

VI. Bacteroidaceae. Aerobios a microaerofilos. Bastoncitos que a 

veces presentan ramificaciones. 

VII. Micrococcaceae. Celulas esfericas. Grampositivo. No forman 

endosporas. Agrupadas en tetradas, o paquetes de 8 celulas. 
Aerobias o anaerobias. 


Vin. Neisseriaceae. Celulas esfericas. Gramnegativo. Aerobias o 

anaerobias.. Frecuentemente en pares. No forman endosporas. 

IX. Brevibacteriaceae. Bastoncitos no pleomorfos o de celulas 

ramificadas. Raramente o nunca fermentan glucosa en medio 
anaerobio. Grampositivo. Las celulas envejecidas pierden la 
propiedad de tomar el Gram. 



Lactobacillaceae. Cocos o bastoncitos. Grampositivos. 
Frecuentemente en cadenas. Homo y heterofermentativos. 
Producen principalmente acido lactico, cuando fermentan azucar 
en medio anaerobio. No reducen nitratos. 


XI. Propionibacteriaceae. Bastoncitos. Grampositivo. Frecuente¬ 
mente en cadenas. Fermentan azucar en medio anaerobio, 
produciendo acido propionico, butirico o etanol. Todos producen 
gas (C02). 

XU. Corynebacteriaceae. Generalmente bastoncitos pero son 

comunes las formas triangulares y en clava. Se observan 
formaciones celulares angulares. Celulas envejecidas son 
frecuentemente Gramnegativas. Inactivas en fermentaciones 
anaerobias de azucares. 


XHI. Bacillaceae. Bastoncitos esporulados, aerobios o anaerobios. 

Algunas especies anaerobias pierden la propiedad de tomar el 
Gram. 


Orden V. CARYOPHANALES 


Familias : 

I. Caryophanaceae. No forman endosporas. “Trichomes” 

frecuentemente moviles. 
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II. Oscillospiraceae. Forman endosporas. “Trichomes” activamente 

moviles. Viven en el Intestino de vertebrados. 

TI T. Arthromitaceae. “Trichomes” inmoviles. Forman endosporas en 

las terminaciones de los “trichomes”. Viven en el intestino de 
sapos, cucarachas, ciempies. 

Orden VI. ACTINOMYCETALES 
Familias: 

I. Mycobacteriaceae. Forman o no micelio rudimentario. No 

forman endosporas. 

II. Actinomycetaceae. Forman verdadero micelio. Forman 

endosporas, por fragmentacion del micelio. No en esporangios . 

HI. Streptomycetaceae. El micelio vegetativo normalmente no se 

divide. Forman endosporas pero no en esporangios. 

IV. Actinoplanaceae. Forman verdadero micelio. Forman 

endosporas en esporangios. 

Orden VII. BEGGIATOALES 
Familias: 

I. Beggiatoaceae. Celulas en “trichomes”, las cuales tienen un 

movimiento deslizante cuando estan en contacto con el sustrato. 
Cuando desarrollan en medios con hidrogeno sulfurado contienen 
granulos de azufre. 

II. Vitrooscillaceae. Celulas en “trichomes”. Moviles por 

deslizamiento en el sustrato. No contienen granulos de azufre aun 
cuando desarrollan en presencia de hidrogeno sulfurado. 

HI. Leucotrichaceae. Celulas en “trichomes”, inmoviles. Pueden 

producir gonidias. 

IV. Achromatiaceae. Celulas simples, con movimiento rodante o 

brusco (fustante) en el sustrato. 

Orden VIII. MYXOBACTERIALES 


Familias: 
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l. Cytophagaceae. No producen ni cuerpos fructiferos ni formas 

de resistencia. 

II. Archengiaceae. Producen cuerpos fructiferos como masas 

mesentericas o conjunto de formas resistentes en forma de 
dedo. Celulas de resistencia cilmdricas no contenidas en 

quistes. 

m. Sorangiaceae. Celulas de resistencia contenidas en quistes 

angulares, naciendo sobre cuerpos fructiferos. Las celulas 
vegetativas siempre son cortas y gruesas, con terminaciones 
groseramente redondeadas. 

IV. Poliangiaceae. Celulas de resistencia contenidas en quistes 

redondos, naciendo de cuerpos fructiferos. Celulas 
vegetativas generalmente largas y delgadas, con 
terminaciones agudas. 

V. Myxococcaceae. Celulas de resistencia (microquiristes) 

esfericas o elipsoidales, rodeadas por una pared diferente. 
Forman cuerpos fructiferos, excepto en el genero 
Sporocytophaga 

Orden IX. SPIROCHAETALES 

Familias: 

I. Spirochaetaceae.. Espirilos de 30 a 500 micras de largo. Poseen 

estructura protoplasmatica definida. 

II. Treponemataceae. Espirilos de 4 a 16 micras de largo. No poseen 

una clara estructura protoplasmatica. 

Orden X. MYCOPLASMATALES (Formas de hongos) 

Familia: 

I. Mycoplasmataceae (Borrelomycetaceae) Organismos altamente 

pleomorfos, los cuales se reproducen por ruptura del filamento 

en cuerpos elementales cocoideos filtrables, Las celulas son 
blandas y fragiles, facil de destruir en los preparados 
microscopicos. Inmoviles. No producen tipicas endosporas. 
Gramnegativo. Formas saprofitas y patogenas. 


CLASE: MICROTATOBIOTES 
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Orden 1. RICKETTSIALES 

Organismos generalmente de diametro mayor de 0,1 micron. No 
ultramicroscopicos, excepto en raras fases filtrables. Parasitos del reino animal. 

Familias: 

I. Rickettsiaceae 

Tribus : 

I. Rickettsieae 

Generos : 

I. Rickettsia 

II. Coxiella 

II. Ehrlichieae 

Generos : 

I. Ehrlichia 

II. Cowdria 

HI. Neorickettsia 

III. Wolbachieae 

Generos : 

I. Wolbachia 

II. Symbiotes 

III. Rickettsiella 

11. Chlamidiaceae 

I. Clamidia 

II. Colesiota 

HI. Ricolesia 

IV. Colettsia 

V. Miyagawanella 

III. Bartonellaceae 

Generos : 

I. Bartonella 

H. Grahamella 

III. Haemobartonella 

IV. Eperythrozoon 


IV Anaplasmataceae 



TAXONOMIA 


164 


Genero: 


I. Anaplasma 


Orden II. VIRALES 

Organismos generalmente ultramicroscopicos y filtrables. Excepto algunos 
virus de animales y plantas productores de pustulas, las partfculas virales son 
menores de 0,1 micron de diametro. Parasitos de animales y plantas. 



10. EXAMEN MICROSCOPICO 


A pesar de presentar ciertas dificultades, muchas bacterias pueden ser 
observadas al estado vivo, sin recurrir a la tincion protoplasmatica. Esta 
observacion in vivo permite, muchas veces, apreciar ciertos caracteres como la 
movilidad, multiplicacion celular y otros fenomenos morfologicos y fisiologicos 
de importancia. 

EXAMEN SIN COLORACION 

Campo claro 

1) Preparados entre porta y cubreobjetos. Es el metodo mas simple y corriente. 
Consiste en colocar sobre un portaobjeto, previamente flameado, una pequena 

gota del material a observar. Si el material es solido, previamente se coloca con 
una pipeta Pasteur una gota de agua esteril en el centra del portaabjeto y en ella 
se hace una suspension del mismo, tratando de no cargar la preparation con 
mucho material. Se coloca luego un cubreobjeto flameado, sobre esta 
suspension, de tal manera que quede distribuida entre el porta y cubreobjeto lo 
mas uniforme posible, lo cual se consigue haciendo presion leve para eliminar el 

aire que ha quedado debajo. Este preparado se puede observar con fuertes 
aumentos. 

Las bacterias se observaran oscuras y opacas sobre un fondo claro e iluminado, 
al estado vivo, pudiendose observar especialmente su movilidad, si tienen esta 
particularidad. 

2) Preparado en gota colgante. En el centra de un cubreobjeto flameado se 
coloca una gota de material en estudio y se monta en un portaobjeto excavado, 
sellandolo con vaselina parafina “vaspar”; este preparado puede observarse con 
fuertes aumentos y si esta bien montado puede incubarse y observarse la 
multiplicacion celular y esporulacion. 

Cuando no se tienen portaobjetos excavados, pueden usarse las celdas de 
Boettcher o de Ranvier. 

3 ) Obsen^aciones directa. Para observaciones rapidas, especialmente en 
levaduras, con pequenos aumentos. Se puede extender directamente la gota 
sobre el portaobjeto y luego enfocar el preparado con pequenos aumentos (80 a 
100 diametros), sin necesidad de usar cubreobjeto. 
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Es muy practico para observaciones morfologicas en levaduras. 

Para observaciones con mayores aumentos se puede colocar directamente sobre 
la colonia superficial, en la caja de Petri un cubreobjeto flameado, haciendo una 
leve presion sobre esta a fin de desintegrarla. 

Se enfoca luego con gran aumento, directamente en la caja de Petri. 

Estas observaciones pueden hacerse en cajas que se van a desechar y no por 
mucho tiempos pues la evaporation del medio de cultivo empana el objetivo y 
hace dificil la vision. 






Fig. N° 23. Montaje de preparados 
para la observation microscopica: 

1. Cubreobjeto 
con el material a observar, en 
gota pendiente; 2.Portaobjeto 
preparado para colocar 
el cubreobjeto, con cuatro gotitas 
de agua o vaselina, para 
fijarlo; 1. Preparado en 
gota pendiente derminado; 

4. Preparado para observacion 
in vivo; 5 .Preparados 
microscopicos en serie para 
observar sin cubreobjetos. 


Campo os euro 

Las observaciones en campo oscuro pueden efectuarse mediante 
pr eparados negativos, o si no con el uso del condensador para campo oscuro 
(ultramicroscopio). 

Los preparados negativos consisten en hacer el campo oscuro mediante ciertas 
sustancias, como la tinta china, para uso bacteriologico (metodo de Burri) ; con 
solucion oscura de nigrosina (metodo de Domer) o tambien con una solucion 
saturada de rojo Congo (metodo de Fred y Waksman). 

Estas sustancias se interponen entre las bacterias, de modo que estas se ven 
blancas sobre un fondo oscuro. La tecnica es la siguiente: se coloca una gota de 
tinta china diluida en un portaobjeto (es conveniente no agitar el frasco para 
evitar suspender las particulas de precipitado, que estan sedimentadas); con un 
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ansa esteril se toma material y se hace una suspension, mezclandolo con la gota 
de tinta y extendiendola en un area de 1 a 2 cc se deja secar y se observa con 
lente de inmersio n. 

Las bacterias se ven blancas, que resaltan debido a que el fondo es oscuro. 
Se aconseja usar tinta esteril y si es vieja conviene diluirla y esterilizarla antes 
de usarse. 

Examen con condensador de campo 
oscuro: ultramicroscopio 

Los condensadores de campo oscuro permiten unicamente la entrada de los 

ray os oblicuos en el preparado de tal manera que los objetos aparecen 
brillantemente iluminados sobre un fondo oscuro. (Fenomeno de Tyndall). Los 
rayos luminosos que entran al condensador, atraviesan el preparado 
oblicuamente, iluminan las particulas en suspension y no entran al objetivo, de 
manera que el ojo ve las particulas iluminadas (en este caso bacterias) sobre un 
fondo completamente oscuro. 

Para conseguir buenos preparados se requiere una buena fuente luminosa y 
trabajar con objetivos de inmersion que tengan diafragma iris. 

EXAMEN CON COLORACION 

La forma mas practica de observar las bacterias es mediante el uso de 
colorantes, los cuales permiten apreciar ciertas caracterfsticas estructurales que 
no es posible observarlas al estado vivo o sin colorar. 

Colorantes 

En microbiologia se usan los colorantes llamados anilina porque la sustancia 
basica que los compone es la fenilamina y se emplean para coloraciones 
citoplasmaticas y nucleares. Segun su reaccion, pueden ser acidos y basicos, 
pero estos ultimos son los mas usados porque tienen afinidad con las sustancias 
nucleares. 

Estos colorantes son compuestos organicos, unidos a un anillo bencenico que 
contienen un grupo cromoforo piedad de colorar y un grupo auxocromo es el 
que le da al colorante la propiedad de disociacion electrolitica y cuya funcion es 
facilitar la formacion salina en el mismo. 

El acido picrico es un compuesto de cadena cerrada, el cual tiene su 
nucleo cromoforo o colorable formado por tres nitrogrupos que sustituyen a tres 
hidrogenos en la cadena bencenica. 

El grupo auxocromo (OH) se forma, cuando otro H de dicha cadena es 
sustituido por un (OH), que le da la propiedad de disociacion electrolitica y la 
capacidad de formar una sal con una base. 
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Clasificacion de los colorantes 

Se puede decir que los colorantes son sustancias organicas que tienen la 
propiedad de transmitir su color a otros cuerpos y que en su composition 
quhnica se encuentran acidos y bases. 

Ehrlich clasifico a los colorantes segun su reaction en dcido cromos, 
basico cromos y neutros. 


a) Colorantes acidos. Son sales compuestas, por la combinacion de sustancias 
colorantes acidas con una base incolora, sales de sodio, potasio, calcio, amonio. 
Estos colorantes tienen afinidad con las sustancias citoplasmaticas; la eosina, la 
fucsina acida, el acido picrico, el azul de anilina, la nigrosina, el orange G, el 
verde luz, etc., son todos colorantes acidos. 

b) Colorantes basicos. Son las sales resultantes de la combinacion de un 
colorante basico con un acido incoloro y tienen la propiedad de colorar las 
estructuras nucleares (nucleos y granulaciones metacromaticas). 

Estos colorantes se usan mas que los anteriores en bacteriologia, debido a que 
las bacterias se coloran mas intensamente. Debido a esta circunstancia, Butschll 
considera el protoplasma bacteriano constituido unicamente por sustancia 
nuclear. 

En realidad, los colorantes no son ni acidos ni bases, sino sales y ambos son 
muy empleados en microbiologia. 

Los colorantes basicos de mas uso en bacteriologia son los siguientes: 

Azules: azul de metileno; azur de metileno; azul de toluidina; azul victoria B. 

Rojo: fucsina; rojo neutro; safranina. 

Verdes: verde brillante; verde de malaquita; verde de metilo. 

Violeta: cristal violeta; violeta. de genciana; violeta de metilo B. 

c) Colorantes neutros. Son combinaciones de grupos basicos y acidos, los cuales 
reaccionan entre si al mezclarse, originando un precipitado constituido por una 
sal colorante neutra. Si se mezcla la eosina con el azul de metileno, nos da una 
sal llamada eosinato de azul de metileno; lo mismo sucederfa con la eosina y el 
azur de metileno que darfa un eosinato de azur de metileno. La action de estos 
colorantes es anfotera, colorando el color basico las sustancias basofilas y el 
acido las dcidofilas. 


Mordientes 

Ciertas sustancias tienen la propiedad de formar compuestos insolubles con los 
colorantes, provocando la fijacion de estos sobre la celula bacteriana. Estas 
sustancias se llaman mordientes y permiten fijar mas intensamente el color sobre 
el objeto. Muchas sustancias tienen esta propiedad y las mas utilizadas en 
bacteriologia son el acido fenico, el iodo, ioduro de potasio, acido tanico, la 
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potasa, oxalato de amonio, sales de aluminio, sales de hierro, sulfato de anilina, 
etc. 

Teoria de las coloraciones 

Diferentes teorfas explican el proceso de coloracion celular a pesar de que 
ninguna de ellas aclara en forma satisfactory este mecanismo. 

1 . Teoria quimica. Se basa en que un cuerpo reacciona frente a otro, dando una 
nueva sustancia con propiedades diferentes; sin embargo, esta teoria no explica 
por que es posible extraer el colorante del protoplasma celular una vez tenido, 
empleando un disolvente, sin que este colorante haya cambiado quimicamente ni 
haya dado un nuevo compuesto. 

Otra de las explicaciones qmmicas se basa en la afinidad de las sustancias 
acidas con las basicas, y viceversa, debido a la cual los componentes acidos 
celulares (nucleo y granulaciones metacromaticas) reaccionarfan con los 

colorantes basicos y los compuestos basicos, por el contrario (citoplasma), con 
los colorantes acidos. 

Me Calla y Clark explican el fenomeno de la tincion en base a una teoria 

fisicoqmmica; segun estos autores, las bacterias poseen cargas electricas 
negativas y positivas, las cuales atraerfan particulas o colorantes de cargas 

electricas contrarias y se tenirfan por un proceso de adsorcion. 

2. Teoria fisica. La explicacion risica esta basada en la reaccion que 
experimentan dos sustancias, pero sin cambio en su composicion quimica y sin 
formacion de nuevos compuestos, debido unicamente a fenomenos fisicos de 
osmosis, capilaridad, adsorcion, etc. 

Las bacterias en general pueden tenirse facilmente, pero muchas veces son 
dificiles de tenir. De acuerdo a esta propiedad se las clasifica, en bacterias de 
facil y dificil tenido; las primeras, que son las mas comunes, se tinen con 
colorantes o soluciones de colorantes simples, sin necesidad de sustancias 
reforzadoras y a la temperatura ordinaria; en cambio, las segundas solamente 
pueden tenirse usando mordientes y con tratamientos prolongados, como el caso 
de Mycobacterium tuberculosis y ciertos elementos bacterianos como esporas, 
cilias, capsulas, etc. 

Las bacterias pueden perder el colorante cuando se las somete a sustancias 
disolventes mediante la accion de acidos minerales (nitrico, sulfurico, 
clorhidrico) ; sin embargo, existen otras que son de dificil decoloracion y 
resisten la accion de los acidos. 

Perdida del color 

Los colorantes pueden perder su color por reduccion del grupo cromoforo 
al combinarse en una doble union con el hidrogeno. Este nuevo elemento 
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incoloro es llamado leucocompuesto y esta particularidad se la utiliza en los 
medios de cultivo como indicaciones de oxido-reduccion bacteriana. 

Esta propiedad es utilizada en el metodo de la reductasa, en leche por medio de 
la cual, se puede determinar en leche cruda, en forma aproximada, la cantidad de 
microorganismos que esta contiene por centhnetro cubico. La decoloracion se 
produce debido a que el azul de metileno actua como aceptor de hidrogeno y 
pierde el color al dar la forma reducida (leucoforma) . La rapidez en la 
decoloracion, indica la intensidad de esta oxidacion. 

Soluciones colorantes 


Estas soluciones se clasifican, de acuerdo a su composicion, en soluciones 
acuosas, soluciones hidroalcoholicas, soluciones fenicadas y soluciones 
alcalinas. 


1. Soluciones acuosas. Son simples soluciones del colorante en agua destilada, 
sin otro agregado. Son soluciones muy poco estables. La solucion de safranina 
utilizada como colorante de contraste en el metodo de Gram Nicolle es una 
solucion acuosa al 2% en agua destilada hirviendo, lo mismo que la fucsina 
basica, la eosina acuosa, la solucion de azul de metileno, etc., utilizadas en 
coloraciones diversas. 


2. Soluciones hidroalcoholicas. Son mas estables que las anteriores y, por lo 
tanto, se conservan mucho mejor, cuando se usan en frascos con buenas tapas. 
La formula corriente es 1 gramo de colorante en 10 gramos de alcohol y 90 
gramos de agua destilada. Generalmente se las prepara en forma de soluciones 
madres, 10 veces concentradas, de tal manera, que se pueden preparar pequenas 
cantidades para uso diario o semanal; 1 ml de solucion madre en 10 ml de agua 
destilada nos da una solucion normal de colorante. 

Los polvos colorantes contienen sustancias inertes, inactivas, no colorantes, por 
eso, la parte activa de los mismos se denomina colorante efectivo, el cual viene 
especificado en por ciento, en los productos utilizados para la coloracion. 


3. Soluciones fenicadas. Los colorantes son intensificados o reforzados mediante 
agregados de sustancias mordientes; los mas usados de estos son el acido fenico 
y el acido tanico, precipitando mejor el colorante sobre el objeto. Se los utiliza 
en proporcion del 1 al 5 %. 

4. Soluciones alcalinas. Son las que contienen una determinada cantidad de 
alcali, generalmente hidroxido de potasio, en pequenas proporciones. 

El azul de metileno de Loeffler es una solucion alcalina hidroalcoholica, que 
contiene 0,01 gramo de OHK por ciento en peso. 


COLORACIONES 
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Las coloraciones pueden ser vitales, simples, dobles y especiales, de acuerdo al 
procedimiento empleado en la tincion. Para coloraciones vitales, esto es, sin 
llegar a matar la celula bacteriana, se usan colorantes en soluciones muy debiles, 
que no lleguen a ser bactericidas o no danen el protoplasma celular. Los mas 
usados para estas observaciones son el azul de metileno y el rojo neutro, los 
cuales permiten observar estructuras metacromaticas. Las soluciones simples 
son las mas usadas, empleandose en esta operacion un solo colorante. La 
fucsina, el azul de metileno y el cristal violeta son los mas usados. 

Las coloraciones dobles o diferenciales se llaman asi porque se usan dos o 
mas colorantes, generalmente dos, como en la coloracion de Gram y acido- 
resistencia. Las coloraciones especiales son para tenir endosporas, flagelos, 
capsulas, etc. 

Tecnica de las coloraciones 

Un buen preparado microscopico requiere tres operaciones: extension, fijacion y 
tincion. 

1. Extension. Se refiere a la colocacion del material a observar sobre el 
portaobjeto. Este preparado se realiza de la manera siguiente: Se toma material 
con ansa esteril de un cultivo en medio lfquido y se extiende uniformemente en 
un portaobjeto flameado, sobre un area de 1,5 a 2 cc. 

En caso de ser un cultivo en medio solido se coloca previamente sobre el 
portaobjeto una gota de agua esteril y luego el material tornado con ansa esteril 
se suspende en dicha gota y se extiende sobre el portaobjeto, igual que el 
preparado anterior. El extendido se seca mediante la ayuda del calor suave de un 
mechero, aprovechando la columna de aire caliente sobre el mismo pero sin 
sobrecalentar. Cuando se trabaja con muchos preparados se usan platinas de 
cobre secadoras que se calientan mediante un mechero de gas colocado en un 
extremo de la misma. 

2. Fijacion. Una vez seca la extension, se fija el material, haciendo rapidos 
pasajes del portaobjeto y por la cara opuesta al preparado sobre la llama del 
mechero, tres veces consecutivas y mediante un movimiento circular del brazo, 
no muy acelerado. La fijacion puede hacerse mediante el uso de mezclas 
fijadoras de Hoffman (alcohol absoluto, 50%; eter sulfurico, 50%) dejandola 
evaporar sobre el extendido. 

Este metodo es aconsejable, pues, con el anterior, al calentar demasiado, 
especialmente cuando no se tiene practica, las celulas bacterianas pueden 

deformarse. 

3. Tincion. Una vez extendido y fijado el material, se ha preparado el “frotis”, 
listo para ser tenido. Se hace actuar el colorante entre medio a un minuto, 
dependiendo esto del metodo de coloracion que se siga y el colorante utilizado. 
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Ciertas coloraciones tienen exito unicamente cuando el preparado ha sido 
montado con mucha prolijidad, como en coloraciones de flagelos, por ejemplo, 
que se requieren portaobjetos nuevos, bien desgrasados, lavandolos con mezcla 
sulfocromica y con alcohol de 95°. Una vez secados con trapo bien limpio, se 
flamean o se calientan a la llama directa, hasta que el vidrio tome un tinte 

ligeramente anaranjado y luego se lo enfrfa, pero poco a poco, lograndose de 
esta manera retemplar el vidrio. 

Coloraciones simples 

La tecnica en la coloracion simple se reduce a hacer actuar el colorante durante 
un minuto cobre el “frotis”, lavando luego con agua y una vez seco en papel de 
filtro o secante se observa con lente de inmersion, usando aceite de cedro. Son 
preparados rapidos, que tienen por finalidad la observacion morfologica o la 
comprobacion de pureza de una colonia o cultivos de colonias. La fucsina, el 
azul de metileno, el cristal violeta y otros son los colorantes mas usados. 

Coloraciones dobles o diferenciales 

Se llaman asi porque se utilizan dos o mas colorantes que se aplican separados o 
mezclados en una misma solucion. 

1. Coloracion de Gram. Christian Gram, buscando nuevos metodos para tenir 
bacterias, en tejidos, comprobo que cuando se tine un corte histologico con 
violeta de genciana y luego se lo trata con una solucion acuosa de iodo, el 
colorante puede eliminarse del tejido tratandolo con alcohol, pero las bacterias 

quedan tenidas. Muchas bacterias retienen el violeta de genciana, pero otras, lo 
mismo que el tejido del corte histologico, lo pierden, pudiendo, por lo tanto, ser 
nuevamente tenidas con otros colorantes. En esto se basa la coloracion de Gram, 
esto es, la propiedad que tienen las bacterias de retener o perder el violeta de 
genciana cuando se las trata con alcohol. 

El “frotis” se trata con un compuesto de la pararosanilina como, por ej., el 
cristal violeta y luego con una solucion de ioduro de potasio (lugol), 
descolorando con alcohol y luego tratando con un colorante llamado de 
contraste, que puede ser la fucsina, safranina, marron Bismarck, etc.; las 
bacterias que no pierden el primer colorante al tratarlas con alcohol, aparecen 
tenidas de violeta y se denominan grampositivo; en cambio, las que se 
descoloran cuando se las trata con alcohol se tinen con el segundo colorante o de 
contraste, apareciendo tenidas de rosado, denominandose gramnegativo. 

Procedimiento de la coloracion de Gram 

Los siguientes pasos son necesarios para realizar una coloracion mediante el 
metodo Gram: 

1. Preparacion del “frotis”. 

2. Cubrir con cristal violeta durante un minuto. 
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3. Volcar el colorante y lavar con agua por no mas de dos segundos. 

4. Tratar con lugol por un minuto, lavar con agua y secar sobre papel secante 
o filtro. 

5. Decolorar con alcohol por medio minuto (goteando). 

6. Secar sobre papel. 

7. Cubrir con colorante de contraste (safranina o fucsina). 

8. Lavar con agua. 

9. Secar y observar con lente de inmersion. 


Resultados: Bacterias tenidas de violeta: grampositivo. Bacterias tenidas de 
rosado: gramnegativo. 

Esta propiedad de retener el colorante es una particularidad de las bacterias y 
levaduras, pero puede variar con la edad de la bacteria y con el pH del medio 
principalmente, pues parece que cuanto mas joven es el cultivo mas 
frecuentemente reaccionan los microorganismos grampositivos, perdiendo esta 
propiedad a medida que el cultivo envejece, transformandose en gramnegativos. 
Este distinto comportamiento de las bacterias se basa en la propiedad que tienen 
los colorantes basicos, derivados de la pararosanilina, de formar en presencia de 
soluciones ioduradas, compuestos iodados, que se fijan intensamente sobre 
ciertas sustancias, combinandose con ellos en forma estable y que los 
disolventes tardan en destenir. 

El cuerpo protoplasmatico de algunas bacterias contienen dichas 
sustancias, fijandose, por lo tanto, el primer colorante fuertemente al actuar la 
solucion de lugol. Los microbios, cuyo protoplasma no se combina con los 
compuestos iodurados del cristal violeta, al tratarlos con alcohol se descoloran y 
pierden este colorante y al tratarlos con otros colorantes se coloran nuevamente. 
El protoplasma de los microbios que toman el Gram, estarfan compuestos de 
acidos grasos no saturados y los que no toman el Gram de acidos grasos 
saturados superiores. 

Se conocen varios metodos de coloracion de Gram y los recomendados por el 
Comite de Bacteriologos Americanos son los de Hucker modificado, el de 
Kopellof-Beerman y el de Nicolle. 


Metodo de Hucker modificado (cristal 
violeta con oxalato de amonio) 


a) COLORANTE. 

Solucion A . 

Cristal violeta (90% col. efect.).2 g 

Alcohol etilico 95%.20 ml 

Solucion B . 

Oxalato de amonio.0,80 g 

Agua destilada.80 ml 








Se mezclan las soluciones Ay B sin diluir. 

En caso de que el colorante tina muy fuertemente, puede diluirse la solucion A 
diez veces, mezclando luego 20 ml de esta solucion diluida con la solucion B. 

b) MORDIENTE (solucion de lugol) : 


Iodo.1 g 

Ioduro de potasio. 2 g 

Agua destilada. 300 ml. 


c) COLORANTE DE CONTRASTE 
O DIFERENCIAL: 

Safranina O (solucion alcoholica 


al 2,5 %).10 ml 

Agua destilada. 100 ml 


Tecnica. Tratar con cristal violeta durante un minuto, lavar con agua, por no mas 
de 2 segundos, sumergir el portaobjeto en solucion de lugol un minuto; lavar y 
secar con papel de filtro. Decolorar con alcohol 95% durante medio minuto, 
agitando suavemente, secar sobre papel y tenir con el colorante de contraste 10 
segundos. Lavar, secar y observar con lente de inmersion. 

Metodo modificado de Burke y KopeloffBeerman 
(violeta de genciana alcalina 

a) COLORANTE : 


Solucion A. 

Violeta de genciana o cristal violeta ... 1 g 

Agua destilada. 100 ml 

Solucion B. 

Bicarbonato de sodio. 1 g 

Agua destilada. 20 ml 


Al usar, mezclar 1,5 ml de solucion A y 0,4 ml de solucion B. 
b) MORDIENTE (solucion de lugol) : 


Iodo.2 g 

(OH) Na normal. 10 ml 


Agua destilada hasta 100 ml 


Diluir el iodo en el hidroxido de sodio y luego agregar el agua destilada. 
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c) COLORANTE DE CONTRASTE 
O DIFERENCIAL : 


Safranina O (85% col. ef.). 2 g 

Agua destilada. 100 ml 


Tecnica. Hacer un extendido fino en forma pelicular y secar al aire, cubrir con 
Solucion A mezclando con 23 gotas de Solucion B, dejando actuar 23 minutos. 
Lavar con la solucion iodurada y luego cubrir el portaobjeto con nueva solucion 
iodurada, dejando actuar por 2 minutos. Lavar con agua y eliminar el exceso de 

agua con papel, pero sin secar. Se trata con el descolorante (eter : acetona) (1:3) 
goteando hasta desaparicion del color (10 segundos). Secar al aire y tratar con el 

colorante de contraste (510 seg.). Lavar con agua, secar y observar. 

Metodo Nicolle (cristal violeta fenicada) 


a) COLORANTE: 

Solucion A. 

Cristal violeta 85%. 2 g 

Alcohol etilico 95%. 10 ml 

Solucion B . 

Acido fenico.1 g 

Agua destilada. 100 ml 


Se mezclan las dos soluciones A y B y se filtran. 

b) MORDIENTE (solucion de lugol fuerte) : 


c) 

Iodo.1 g 

Ioduro de potasio. 2 g 

Agua destilada. 200 ml 


c) SOLUCION DESCOLORANTE : 

Acetona pura. 80 ml 

Alcohol 95%. 80 ml 

d) COLORANTE DE CONTRASTE 
O DIFERENCIAL: 


Safranina. 2 g 

Agua hirviendo. 100 ml 
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Tecnica. Colorar con violeta de genciana 15 segundos y luego tratar con lugol 
por 15 segundos; descolorar con acetona, escurriendo durante 10 segundos y 
agregando de a gota, con el portaobjeto inclinado, como lavando el preparado. 
Lavar con agua y tratar con safranina durante 2 minutos. Lavar, secar y 
observar. 


COLORACION DE ACIDO-RESISTENCIA 

Es otra coloracion doble y se fundamenta en la composition lipolitica que tienen 
ciertos microbios que impide tenirlos o se tinen muy dificilmente, siendo 
necesario tratarlos previamente con soluciones fuertes y en caliente. Cuando se 
tinen, retienen fuertemente el color y no lo pierden, aun tratandolo s con alcohol 
acidificado o con acidos minerales (sulfurico, nitrico, clorhidrico), que forman 
compuestos incoloros con los derivados de anilina. Debido a esta propiedad se 
denominan acido-resistentes. Si despues de este tratamiento hacemos actuar 
sobre el preparado microscopico otro colorante, se tinen con este colorante 
unicamente los microbios que han perdido el primero al decolorar con alcohol 
acidificado. Los microbios que no pierden el color se veran rosados o rojos, que 
es el color de la fucsina y los que lo pierden toman el color del segundo 
colorante o azul. Los primeros son los acido-resistentes. 

Esta propiedad es de gran valor para el diagnostico microscopico de ciertos 
grupos patogenos como Mycobacterium tuberculosis y M. leprae. 

Ehrlich fue el primero en comprobar que el microbio productor de la 
tuberculosis no perdia el color cuando era tratado con soluciones acidas fuertes, 
en cambio otras bacterias y el mismo tejido en el cual se encontraban, se 
descoloraban. Poco despues, Ziehl y Neelsen introdujeron algunas 
modificaciones al metodo de Ehrlich y en la tecnica 

modema se sigue, para coloraciones de acido-resistencia, el llamado metodo 
Zielhl-Neelsen. 


Tecnica (metodo de Ziehl-Neelsen). Se tine con fucsina de Ziehl de 3 a 5 
minutos en caliente, sometiendo el preparado al vapor de agua de un recipiente 
con agua hirviendo, o si no en frfo durante 15 minutos. 

Se lava con agua y se descolora con alcohol 9 5% que tiene 3% HC1 
concentrado. Se lava con agua y se trata con el colorante de contraste (azul de 
metileno de Loeffler) por un minuto. Se lava, seca y observa. 

Las bacterias acidorresistentes aparecen rojas. 

En el comercio se prepara la fucsina basica mediante una mezcla de anilinas 
(pararosanilina, rosanilina y magenta II), la cual es usada en la coloracion de 
acido-resistencia. 


COLORACIONES ESPECIALES 


Coloracion de endosporas 
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Los metodos recomendados por el Comite de Bacteriologos Americanos son el 
de Wirtz y el de Domer. En las coloraciones comunes de bacterias, las 
endosporas no se tinen a causa de la membrana resistente que las recubre, pero 
son perfectamente visibles debido a su marcada refringencia. Sin embargo, se 
conocen algunos metodos para colorarlas. 

1. METODO DE WIRTZ, MODIFICADO POR CONKLIN. 

RECOMENDADO 

Se hace un “frotis” comun y se colora con verde de malaquita al 5%, colocando 
el portaobjeto sobre vapor durante 10 minutos, manteniendolo inundado 
mediante agregado de colorante fresco; se lava 30 segundos en agua corriente y 
se colora con el colorante de contraste (solucion acuosa de mercuriocromo 5% ) 
durante 1 minuto; lavar con agua corriente; secar con papel y observar. Las 
endosporas aparecen tenidas de verde; el resto de la celula rojo. 

2. Metodo Dorner. En un tubo pequeno se prepara una suspension de material 
bien cargado en dos o tres gotas de agua destilada y se le agrega una cantidad 
igual de fucsina de Ziehl recien preparada y filtrada. Se coloca el tubo en agua 
hirviendo durante diez minutos y luego en un portaobjeto se mezclan una gota 
de este material con otra de solucion acuosa de nigrosina al 10% tratando de 
extender la mezcla en capa, lo mas delgada posible y secandola luego, pero no 
muy lentamente. 

Una vez seco se observa con lente de inmersion. Las endosporas aparecen 
tenidas de rojo y las celulas incoloras sobre fondo gris. 

Coloration de corpusculos metacromdticos 

Ciertas bacterias presentan en el protoplasma una estructura especial compuesta 
por granulaciones o corpusculos denominados metacromdticos. Lactobacillus 
acidophillus y L. bulgaricus se caracterizan por presentar, en el protoplasma 
celular, granulos llamados de vofutina; el bacilo de Loeffler es facil identificarlo 
debido a que presenta granulaciones metracromaticas polares; Escherichia coli, 
B. megatherium, Micrococcus pyogenes y muchas otras especies bacterianas 
presentan estructuras metracromaticas. Estas granulaciones no se tienen como 
elementos vivos del protoplasma bacteriano, sino mas bien como sustancias de 
reserva, de naturaleza proteica y aparecen en las celulas envejecidas. 


1) METODO NEISSER. 

Solution 1: 

Azul de metileno. 1 g 

Alcohol etilico 95%. 20 ml 

Acido acetico glacial . 50 ml 

Agua destilada. 1 It 
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Solucion 2 : 

Cristal violeta. 1 g 

Alcohol etflico 95%. 10 ml 

Agua destilada. 30 ml 

Solucion 3: 

Crisoidina. Ia2 g 

Agua caliente. 300 ml 


filtrar por papel. 

Tecnica. El “frotis” se trata por 10 segundos con una mezcla de dos partes de la 
solucion 1 y una parte de la solucion 2. Se lava y luego se trata con la solucion 
3, durante 10 segundos. Se lava, se seca con papel de filtro y se observa con 
inmersion. Las granulaciones metracromaticas aparecen fuertemente tenidas. 

2) METODO MALLORY. 

Tratar el “frotis” durante 15 a 30 minutos con la siguiente solucion: 


Azul de metileno. 1 g 

Acido acetico glacial. 3 ml 

Agua destilada. 100 ml 

3) METODO DE ALBERT 

Azul de toluidina. 0,15 g 

Acido acetico glacial. 1 ml 

Alcohol etflico 95%. 2 ml 

Metil verde. 0,20 g 

Agua destilada. 100 ml 


Colorar durante 5 minutos, tratar luego con lugol 1 minuto. Lavar, secar sobre 
papel de filtro y observar con inmersion. 

Las granulaciones metracromaticas aparecen tenidas de azul y el resto de la 
bacteria casi incoloro. 

Se requieren portaobjetos nuevos, limpios y desgrasados, siguiendo el 
procedimiento dado mas arriba para conseguir buenos preparados. Es una de las 
coloraciones que presenta mas dificultades y dificil de ejecutar. 

Se requiere mucha experiencia y habilidad para lograr buen exito, el cual estriba 
principalmente en la preparacion del material. 

Preparacion de la suspesion, Usar portaobjetos retemplados, mediante el calor, 
como se ha indicado mas arriba. Usar cultivos en agar inclinado, de 18 a 20 
horas y desechar los cultivos viejos. 
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Se hace una suspension del cultivo en agua destilada esteril que ha sido 
mantenida en reposo a temperatura ambiente por varias horas. 

Como los flagelos son organos muy delicados y faciles de estropear, se requiere 
mucho cuidado en la preparacion de esta suspension, evitando agitar 
bruscamente el tubo o de usar agua muy frfa o muy caliente, pues de esta manera 
no se tienen buenos preparados. 

La suspension se deja en repuso por 10 a 20 minutos y si son especies 
mucosas, por mas tiempo. De esta manera las bacterias inmoviles se depositaran 
en el fondo del tubo, en cambio las moviles trataran de elevarse y mantenerse 
cerca de la superficie. Con ansa flameada y frfa se toma con mucho cuidado, 
inclinando ligeramente el tubo, material de la superficie del lfquido, tratando de 
cargar bien la ansa. Se deposita esta sobre el portaobjeto, previamente preparado 
y con la ayuda de otro portaobjeto se extiende el material, uniforme y 
suavemente, para evitar la mptura de los flagelos, formando una pelicula fma 
para que seque rapidamente y las celulas no se deformen. 

Una vez seco se trata con el mordiente de Gray, se lava con agua corriente, se 
seca al aire y se colora, por cinco minutos, con fucsina fenicada de Ziehl, sin 
calentar. Se lava, seca y observa con lente de inmersion. 

1) METODO GRAY 

Mordiente. 

Solucion A : 

Alumbre de potasio (solucion acuosa saturada) 5 ml 

Acido tanico (solucion acuosa 20 % ). 2 ml 

Bicloruro de mercurio (solucion acuosa saturada) 2 ml 

Solucion B: 

Fucsina basica (solucion alcoholica saturada). . 0,4 ml 
Mezclar las dos soluciones. menos de 24 horas antes de usarla. 

Colorante. Fucsina fenicada de Ziehl. 

Tecnica. Se somete el preparado durante 8 a 10 minutos al mordiente, se lava 
con agua destilada. Se colora con fucsina durante 5 minutos sin calentar. Se 
lava, seca al aire y observa con inmersion. 

2) METODO CASARESGIL 


Mordiente: 
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Acido tanico. 10 g 

Cloruro de aluminio hidratado. 18 g 

Cloruro de cine.10 g 

Fucsina basica.1,5 g 

Alcohol 60 %.40 ml 


Disolver los solidos en poco alcohol, usando un mortero y luego agregar 
el resto lentamente. Antes de usar, mezclar partes iguales con agua destilada 
esteril o diluir en cuatro partes de agua destilada. Filtrar, agregando el filtrado 
directamente sobre el preparado y tratar por 1 minuto. 

Colorante. Se usa la fucsina fenicada de Ziehl, colorando en frfo durante 5 
minutos y luego se sigue la tecnica indicada. 

3 ) METODO LOEFFLER 


Mordiente: 

Acido tanico 20 %. 10 ml 

Solucion saturada de sulfato ferroso. 5 ml 


Solucion saturada alcoholica de fucsina basica . 1 ml 
Colorante: 

Solucion alcoholica saturada de fucsina basica 2,5 ml 
Acido fenico.20 ml 

Tecnica. Cubrir el preparado con el mordiente y calentar suavemente al vapor 2 
minutos, tratar con el colorante por dos minutos. Lavar, secar y observar con 
lente de inmersion. 

4 ) METODO VAN ERMENGEM 

Mordiente: 

Acido osmico.50 

Acido tanico, solucion acuosa al 1025 % ... . 

Acido acetico glacial,. 

Solucion argentica: 

Nitrato de plata 
Agua destilada 


Bano redactor: 

Tanino. 3 ml 

Acido galico. 5 ml 

Acetato de sodio. 10 ml 

Agua destilada. 100 ml 


0,25-0,50 g 

100 ml 


ml 

100 ml 
4 gotas 
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Tecnica. Tratar con el mordiente a 50 °C durante 15 minutos, lavar con alcohol, 
tratar con solucion argentica y calentar suavemente. 

Sin lavar se lo trata con el bano reductor hasta ennegrecimiento de la 
solucion. Secar y observar. 

Modification Leverson. Es una modification al metodo de Casares Gil, la cual 
consiste en reforzar el mordiente con solucion argentica amoniacal (solucion 
Fontana). Ruchanan aconseja el procedimiento siguiente: hacer una suspension 
de un cultivo joven en 5ml de agua esteril o solucion fisiologica de tal manera 
que presente una ligera turbiedad y se deja en reposo a 37,5 °C. durante una 

hora. Dos o tres gotas de esta suspension se colocan en el portaobjeto, sin 
extenderla, se fija a la llama y luego se trata por 5 minutos con el siguiente 
mordiente: 


Acido tanico (solucion acuosa 25 %). 10 partes. 

Solucion saturada de sulfato ferroso. 5 partes. 

Solucion alcoholica saturada de fucsina.1 parte. 


Se lava con agua. Se seca con papel de filtro. Se ine con violeta genciana o 
fucsina fenicada, sobre bano de agua caliente durante 5 minutos. Lavar, secar y 
observar. 

El Comite en Tecnica Bacteriologica de la Sociedad de Bacteriologos 
Americanos (1957), aconseja las tecnicas siguientes para el preparado de 
portaobjetos y el manejo de cultivos: 

1 Preparation de los portaobjetos. Usar portaobjetos nuevos, preferiblemente 
de vidrio Pyrex. Limpiarlos primeramente con una solucion de bicromato, 
lavarlos luego con agua y enjuagarlos en solucion alcoholica de 95 %. Se frotan 
luego con tela limpia. Flamear ambas caras del portaobjeto hasta que aparezca 
un color anaranjado. Enfriarlos gradualmente a fin de evitar quebraduras. 

2. Manejo de los cultivos Usar cultivos jovenes y activos (18 - 22 horas) en agar 
inclinado. Chequear la movilidad previamente en gota pendiente y luego agregar 
al tubo 23 ml de agua esteril, agitando para que se forme una buena suspension 
de material en el agua agregada. 

Esta suspension se transfiere a tubos de ensayo esteriles y se incuban a 
temperatura optima por 10 minutos (para bacterias formadoras de mucus, 30 
minutos). Una gota de esta suspension se coloca en un extremo del portaobjeto y 
se inclina para que corra hacia el otro extremo y se dejan secar al aire, 
colocandolos en position inclinada. 


Coloration de capsulas 
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Algunas bacterias se rodean de una capsula a veces mas visible y clara que la 
misma celula. Estas formaciones son dificiles de colorar con los metodos 
corrientes, por lo cual se han ideado procedimientos especiales para tenirlas. 

1) Metodo Anthony. Se prepara el “frotis” secando al aire y sin fijar. Se trata 
durante dos minutos en frio con solucion acuosa al 1 % de cristal violeta (85 %). 
Se lava con una solucion acuosa de sulfato de cobre al 20 % se seca y observa. 

2 ) Metodo Hunton. Una solucion de nutrosa (caseinato de sodio) al 3 %, se 
cocina durante una hora al vapor (en autoclave sin presion), se le agrega 5 ml de 
fenol al 2 % y se deja decantar. 

Un ansa cargada con cultivo, se mezcla con otra ansa cargada de esta solucion 
sobre el portaobjeto, extendiendo cl material en capa delgada y secando luego al 
aire sin fijar. Se colora luego 30 segundos con la solucion siguiente: 

Acido fenico (solucion acuosa 2 %).... 100 ml 


Acido lactico concentrado.0,25 a 0,50 ml 

Acido acetico 1 %.1 ml 

Solucion alcoholica 

saturada de fucsina basica. 1 ml 

Fucsina fenicada.1 ml 


Se lava, se seca y se observa con lente de inmersion. 

3) Metodo de la tinta china. Consiste en hacer un preparado negativo usando 
tinta china, de tal manera que las capsulas se veran como un halo bianco 

rodeando al cuerpo bacteriano que se destaca sobre el fondo oscuro que produce 
la tinta. 


4) Metodo Hiss 

Fucsina basica (90 % colorante efectivo). 0,15-0,3 g 

Agua destilada. 100 ml 

o tambien: 

Cristal violeta (85 % colorante efectivo). 0,05 - 1 g 

Agua destilada.100 ml 


Tecnica. Mezclar en una gota de suero de sangre el material y hacer un 
extendido. Secar al aire y fijar por calor. Colorar unos segundos calentando 
suavemente hasta formacion de vapor con uno de los colorantes anotados y lavar 
luego con una solucion acuosa de sulfato de cobre al 20 %. Secar sobre papel y 
observar. Fas capsulas aparecen ligeramente azuladas, las celulas se tinen de 
purpura oscuro. 











11. MEDIOS DE CULTIVO 


Toda sustancia o conjunto de sustancias nutritivas ya sean naturales o artificiales, 
que permitan el desarrollo de los microorganismos, se llaman medios de cultivo. 
Estos medios estan compuestos por elementos nutritivos, preferidos por las bacterias 
o grupos de bacterias, de tal manera que los componentes favorecen o estimulan su 
desarrollo. Existe una gran cantidad de estos medios, cuyas formulas obedecen a 
exigencias fisiologicas de los grupos de microbios conocidos. 

En la preparacion de estos medios artificiales, es necesario tener en cuenta ciertas 
condiciones, que rigen para todos ellos sin las cuales no es posible obtener resultado; 
verdaderos en los trabajos experimentales. 

Estas condiciones estan resumidas en: reaccion, composicion y esterilizacion del 
medio. La reaccion debe ser favorable al organismo en estudio ya sea acida, alcalina 
o neutra; las bacterias, en general, prefieren los medios ligeramente alcalinos, pH 7,2- 
7,4; en cambio, los hongos y levaduras y ciertos grupos de bacterias prefieren medios 
ligeramente acidos o francamente acidos, pH 5,0-6,5. 

La composicion quimica del medio tiene que estar de acuerdo con las exigencias 
del microorganismo. Un medio organico, por ejemplo, no es favorable para el 
desarrollo de las bacterias nitrificadoras, en cambio lo es para el grupo de las 
bacterias proteoliticas. 

En bacteriologia todos los medios de cultivo deben usarse perfectamente esteriles, de 
otra manera es imposible obtener resultados que puedan ser tenidos en cuenta. 

MEDIOS LIQUIDOS 

Naturales animates 

LECHE 

a) Leche fresca. Antes de usarla es conveniente descremar, ya sea por centrifugacion 
o dejandola toda una noche en refrigeracion en recipientes altos para poder separar 
luego la grasa que se acumula en la parte superior formando un tapon. 

A la manana siguiente se extrae la leche mediante sifon y de esta manera se 

obtiene una leche con poca cantidad de materia grasa. Cuando no se procede asi, se 
dificulta muchas veces los trabajos en bacteriologia, pues cuando se la emplea en 

tubos de ensayo se forma en la parte superior un tapon de grasa que es necesario 
fundir antes de usar. 



MEDIOS DE CULTIVO 
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La leche fresca es generalmente neutra o ligeramente acida, pero cuando es 
mas bien acida es necesario arreglar la reaccion mediante agregado de carbonato de 
calcio; ademas, un exceso de carbonato no es perjudicial pues neutraliza la acidez 
formada por muchas bacterias que fermentan lactosa, especialmente las 
correspondientes al grupo de los fermentos lacticos, cuya acidez llega muchas veces a 
inhibir su propio desarrollo. 

La reaccion puede determinarse valiendose del papel de tomasol. 

Una vez que se ha distribuido en tubos de ensayo a razon de 10 ml por tubo, se 
taponan con algodon y se esterilizan en el autoclave a 110°C durante media hora o e s 
mas conveniente tindalizar para evitar la caramelizacion, que casi siempre se produce 
y oscurece un poco el medio. Cuando se prepara leche carbonatada es preferible 
agregarle el carbonato de calcio previamente esterilizado en homos a 170 ° C durante 
una hora o tambien en autoclave, 120 ° C 20 minutos, pues esta sustancia a menudo 
contiene endosporas bacterianas muchas de las cuales resisten los tratamientos 
corrientes de esterilizacion y tindalizacion. 

b ) Suero de leche Es un medio de cultivo muy utilizado para el grupo de los 
fermentos lacticos, asi como el agar de suero de leche. Se prepara tratando la leche 
fresca, ya rea con cuajo 0 fermentolab, o tambien mediante un acido mineral, acido 
clorhidrico o sulfurico. Cuando se emplea cuajo se sigue h tecnica corriente que se 
usa en la industria quesera para cuajar la leche. Se calienta a 35-40 °C, se agrega 
cuajo diluido en agua y se deja coagular, luego se separa el suero, cortando la cuajada 
una vez formada, la cual se produce entre 40 minutos a 1 hora, dependiendo esto de 
la cantidad de cuajo agregado. El corte se hace con cuchillo, tratando de hacer cortes 
perpendiculares y profundos, para conseguir cortar la cuajada lo mas fina posible a 
fin de obtener la mayor cantidad de suero. Una vez hecha esta operation se deja 
reposar y la cuajada se depositara en el fondo del recipiente 

y el suero sobrenada en la superficie. Se caliente luego despacio hasta llegar a una 
temperatura de 7080 ° C , para que precipiten y coagulen las lactoalbuminas. Se 
separa el suero, se hierve y se filtra por algodon y luego por papel de filtro, se reparte 
en tubos y se esteriliza, siguiendo la misma tecnica que se sigue para la leche. El agar 
de suero de leche se prepara agregando, antes de repartir, 15 a 20 por ciento de agar, 
molido o en rama, se funde en el autoclave a 110 ° C 25 minutos o se tindaliza. 

El suero de leche carbonatado se prepara agregando un exceso de carbonato de 
calcio al medio, antes de distribuirlo en tubos, tratando de agitarlo constantemente 
mientras se distribuye, para evitar que el carbonato se deposite. 

Otro procedimiento que se sigue es coagulando con acido clorhidrico o sulfurico y 
una vez calculada la cantidad de acido a agregar, se anade al litro de leche, el acido 
normal, se calienta hasta ebullition y se Ultra luego por algodon o mejor, si se tiene 
comodidad, por pasta de papel de filtro, se le agrega carbonato de calcio, previamente 
esterilizado y poco a poco, se hierve y se deja decantar. Se filtra por algodon y luego 
por papel de filtro o mediante vacio en el filtro de Buchner. 
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Se reparte y esteriliza. 

c) Leche en polvo. Se puede utilizar la leche en polvo entera, para lo cual se usan 130 
gramos de polvo y se le agrega agua destilada hasta un litro. Preferentemente y 
cuando el medio no se us a para determinaciones lipoliticas es recomendable el uso de 
la leche en polvo descremada y se prepara utilizando 100 gramos y agua destilada 
hasta un litro. Se esteriliza igual que la leche fresca. 

La leche puede utilizarse con agregados de indicadores diversos como, por ejemplo: 
bromotimolazul, bromocresolpurpura, para formacion de acidez en representantes 
del grupo de los fermentos lacticos. Se usa tambien la leche con tornasol para 
determinar la propiedad que tienen ciertos fermentos lacticos de reducirlo a su 
leucobase incolora. Esta propiedad es utilizada para diferenciar especies de bacterias 
del grupo de los fermentos lacticos. Streptococcus lactis reduce el tornasol y se 
diferencia debido a esta propiedad de otros estreptococos, especialmente hemolfticos. 
Cuando se usa leche en polvo, hay que estar seguro de que no contiene restos de 
sustancias antibioticas, que darfan resultados dudosos o erroneos. 

SANGRE Y SUERO DE SANGRE 

La sangre se usa para enriquecer medios de cultivo o como indice de hemolisis en 
ciertos grupos de bacterias patogenas. Se usa el agar sangre (10 %) para cultivos de 
estreptococos piogenes, gonococos, neumococos, etc. La sangre que se emplea en 
estos casos debe extraerse con ciertas precauciones, para evitar su rapida coagulacion. 
Cuando se desea emplear sangre desfibrinada, es decir, la parte correspondiente al 
suero, mas los globulos rojos, globulos blancos, plaquetas, etc., debe extraerse en un 
recipiente especial, el cual contiene trozos pequenos de vidrio que provocaran la 
coagulacion de la fibrina al adherirse al vidrio, separandose del resto de la sangre. 

El suero se utiliza al estado liquido para preparar el agar suero de sangre o 
simplemente coagulado. Para coagularlo se distribuye en tubos esteriles (78 ml) y 
luego se colocan en una bandeja especial, que permite mantenerlos de tal manera que 
al coagular el suero, lo hace en forma de bisel o inclinado. Si no se tiene dicha 
bandeja se consigue el mismo efecto apoyando los tubos sobre una varilla de vidrio 
de calibre mas o menos grande segun el tamano del bisel que se quiera obtener. Se 
dejan en esta posicion en estufa a 68-70 ° C hasta que coagulen, lo cual generalmente 
sucede entre una y media a dos horas. 

Naturales vegetales 

1. Jugo de frutas (mostos naturales). Se utilizan directamente, tal cual se extraen, 
luego de esterilizarlos o tindalizarlos. Como son lfquidos azucarados, se recomienda 
esterilizar a 110 ° C por media hora o mejor tindalizar, cuando se los utiliza como 
medios de cultivo. Es conveniente tambien tratar de clarificarlos antes de repartir y 
esterilizar, siguiendo los procedimientos mas convenientes en cada caso. 
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Los mostos en general sirven para estudiar el comportamiento de las levaduras en las 
fermentaciones, especialmente aquellos con los cuales se elaboran bebidas 
alcoholicas, como es el caso del vino obtenido del zumo de uvas. 

El mosto de pina sirve para estudiar las levaduras que producen la fermentacion del 
jugo de pina, el de uva para levaduras de vino de uva, el de mango para levaduras de 
vino de mango, etc. 

2. Agua de levadura. Recomendable para pruebas de fermentacion de azucares. Se 
prepara de la siguiente manera: 200 gramos de levadura en pasta se suspenden en un 
litro de agua lo mas homogeneamente posible. Para esto se recomienda proceder en la 
forma que se indica a continuacion: 

En un mortero se colocan 200 gramos de levadura, agregando luego un poco de 
agua y tratando de suspender con el pilon toda la pasta; conseguido esto se vuelca 
todo el material en un Erlenmeyer de 2 litros y se agrega el resto del agua, hasta 
completar el litro. Se le agrega una clara de huevo batida en 50 ml de agua destilada, 
se lleva al autoclave para coagular, 110° C 20 minutos, se Ultra por algodon y luego 
por papel de filtro; se distribuye y esteriliza a 120 °C, 15 minutos. 

Este medio es muy utilizado como medio basico para fermentacion de 
azucares. El agar se prepara agregandole 2 por ciento de agar en polvo o en rama. Se 
usa tambien el agua de levadura glucosada (1 %) y el agua de levadura carbonatada ( 
1 % de carbonato de calcio). 

3. Mosto de malta y mosto de cereales (mostos artificiales). El mosto de malta se 
obtiene con harina de cebada germinada llamada comunmente harina de malta. A 250 
gramos de malta molida se agrega 1 litro de agua, calentada previamente a 50 °C se 
mantiene a esta temperatura en bano de Maria durante media hora para que las 
diastasas, contenidas en la harina, pasen al agua. Se sube la temperatura poco a poco, 
hasta llegar a 65 °C operacion que debe durar mas o menos media hora y se mantiene 
asr por una hora. 

La sacarificacion total del almidon se comprueba con la reaccion del iodo. 
Cuando una gota del mosto al mezclarse con solucion de lugol no da coloracion azul 
violaceo, caracteristica del almidon en presencia de iodo, quiere decir que todo el 
almidon ha sido transformado; en caso contrario, se sigue manteniendo a la 
temperatura indicada hasta que desaparezca dicha coloracion. Obtenido esto, el 
liquido se cuela por una tela de malla abierta (tela para queso) y el liquido se hierve 
para provocar la coagulacion y precipitacion de la parte solida que ha pasado a traves 
de la tela. Para evitar precipitados posteriores, que siempre se producen al calentar 
nuevamente, es conveniente agregar al filtrado, enfriando a 50 °C, una clara de huevo 
batida en agua y coagular en el autoclave media hora a 100 °C sin presion o tambien 
110°C por 25 minutos. La clara de huevo al coagular, arrastra toda la harina en 
suspension, dejando el liquido completamente clarificado. Se filtra con cuidado por 
algodon y luego por papel de filtro y se reparte. Se esteriliza a 110 ° C media hora o 
mejor se tindaliza. Se prepara el agar de mosto de malta agregandole 1,5 a 2 por 
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ciento de agar y tambien gelatina de mosto de malta agregandole 15 por ciento de 
gelatina. El mosto de malta carbonatado se prepara agregando al lfquido 2 por ciento 
de carbonato de calcio previamente esterilizado. Estos medios tienen mucha 
aplicacion en Microbiologfa, especialmente para el estudio de levaduras, hongos y 
bacterias del grupo de los fermentos lacticos. 

4. Mosto de cereales. Se prepara igual que el anterior, con una mezcla de 170 gramos 
de harina de malta y 80 gramos de harina de centeno. Este medio se lo utiliza con 
parte de harina que queda en suspension despues del filtrado, por lo que no es 
necesario efectuar el proceso de clarificacion como en el medio anterior. Este lfquido 
contiene gran cantidad de harina y se reparte en tubos, agitando constantemente para 
mantenerla en suspension durante esta operacion. Se esteriliza igual que el medio 
anterior. Se prepara tambien con agregado de carbonato de calcio (34 %) y d a emas, 
puede usarse para bacterias anaerobias si se le agrega una mezcla de vaselinaparafina 
al 50 % (vaspar) antes de esterilizar, en proporcion de 1 ml por tubo de ensayo, que 
al enfriarse se solidifica en la parte superior, formando un tapon el cual impide la 
entrada del aire al medio. Este medio se lo utiliza especialmente para fermentos 
lacticos, como tambien para conservar microbios en colecciones de museo, pero se 
usa unicamente al estado lfquido, pues la gran cantidad de harina que contiene no 
permite preparar un medio solido transparente. Se llama tambien sopu de centeno. 

Artificiales sinteticos 

Llamados tambien medios minerales. Son medios cuya composicion qufmica es 
conocida y se los utiliza para el estudio especialmente de los caracteres fisiologicos 
de los microbios. 


Solution Raulin 

Nitrato de amonio. 4,0 g 

Fosfato de amonio.0,60 “ 

Sulfato de amonio . 0,25 “ 

Carbonato de potasio. 0,60 “ 

Carbonato de magnesio.0,40 “ 

Sulfato de cine.0,07 “ 

Silicato de potasio . 0,07 “ 

Acido tartarico. 4,00 “ 

Azucar cande. 70,0 “ 

Agua destilada c. s. 1,500 It. 


Utilizado para el estudio del Aspergillus Niger 


Lfquido Pasteur 

Azucar cande.10 g 

Tartrato de amonio.0,50 ” 

Ceniza de levadura. 0,075 ” 
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Agua destilada.100 ml 

Utilizado por Pasteur para el estudio de levaduras. 
Solution Winogradsky (para bacterias nitritadoras) 


Sulfato de amonio. 1,0 g 

Fosfato bipotasico. 1,0 

Cloruro de sodio. 2,0 

Sulfato de magnesio . 0,5 g 

Sulfato ferroso . trazas 

Carbonato de magnesio. exceso 

Agua destilada c. s. 1 It 


Li'quido Giltay (para bacterias desnitrificadoras) 


Solution A: 

Nitrato de potasio.1,0 g 

Asparagina.1,0 

Agua destilada c. s. 250 ml 


Solution B: 


Acido citrico. 5,0 g 

Citrato de sodio neutro.8,5 ” 

Fosfato monopotasico .1,0 ” 

Sulfato de magnesio .1,0 ” 

Cloruro de calcio . 0,2 

Cloruro ferrico. trazas 

Agua destilada c. s. 250 ml 


Mezclar Ay B y completar 1 litro con agua destilada. Neutralizar la solucion de acido 
citrico con hidroxido de potasio al 10 %, utilizando fenolftaleina. Para solidificar, 
agregar 1,5 por ciento de agar. 

Li'pido Beijerinck (para bacterias oxidantes del azufre). 


Tiosulfato de sodio. 5,0 g 

Cloruro de amonio. 0,1 

Bicarbonato de sodio. 1,0 

Fosfato disodico. 0,2 

Cloruro de magnesio. 0,1 

Agua corriente c. s. 1 lit. 


Esterilizar el tiosulfato y el bicarbonato por separado en poca cantidad 
de agua y agregarlos a las otras soluciones cuando estan frfas. 
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Solution de manita 

Manitol. 10,0 g 

Fosfato bipotasico. 0,5 

Sulfato de magnesio. 0,2 

Cloruro de sodio. 0,2 g 

Sulfato de manganeso. trazas 

Cloruro ferrico. trazas 

Agua destilada c. s. 1 lit. 


Medio para fermentaciones 

Fosfato de amonio 
Cloruro de potasio . 

Sulfato de magnesio 
Azucar (a ensayar) 

Agua destilada c. s. 

Medio Omeliansky (Para bacterias de la celulosa) 


Sulfato de amonio. 1,0 g 

Fosfato hipotasico. 1,0 

Sulfato de magnesio. 0,5 

Carbonato de calcio. 2,0 

Cloruro de sodio. trazas 

Agua destilada c. s.1 lit. 


Una vez distribuido, agregar al medio tirillas de papel de filtro. 


1,0 g 

0,2 ” 

0,2 “ 

10,0 “ 

1 lit. 


Artificiales no sinteticos (Mixtos) 

Caldo de carne, llamado tambien caldo comun de came, caldo peptonado salado, 
caldo ordinario, caldo nutritivo, etc. Se prepara de la siguiente manera: 


Carne de res . 500 g 

Peptona 10 .10 g 

Cloruro de sodio. 5 g 

Agua destilada . 1 lit. 


La came debe ser preferiblemente de res, sin embargo, a falta de esta, puede 
usarse de temera, caballo, buey, etc. Se elimina primeramente la grasa, tendones, 

huesos, etc., y se corta luego en pequenos trozos o mejor se pasa por maquina de 
picar came y se agrega a un litro de agua destilada. Se deja en refrigeracion durante 
12 horas y luego se hace hervir durante 10 a 15 minutos para coagular las sustancias 
albuminoideas, tratando de calentar lentamente hasta ebullicion. Se cuela por una tela 
a fin de extraer todo el liquido posible y luego se prensa. El liquido se lleva a 
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volumen con agua destilada, se agrega la peptona y la sal, se calienta para disolver y 
luego se arregla la reaccion del medio a pH 7,27,4. Hecho esto, se hierve durante 5 
minutos, se filtra por papel, se esteriliza a 120 ° C 20 minutos, precipitando de esta 
manera los fosfatos. Se controla el pH y se lleva a volumen primitivo. 

Se filtra o se deja decantar, extrayendo en tal caso con pipeta o sifon y se distribuye. 
Se esteriliza siempre a temperatura menor que la anterior; 115 ° C 25 minutos. 

Caldo de extracto de carne. Es mas practico y mas usado que el anterior, pues su 
preparacion es muy rapida. Se puede usar cualquier extracto de came comercial. 

Extracto de carne. 3 g 

Peptona . 5 g 

Agua destilada c. s.1 lit. 

El extracto de came y la peptona se disuelven en el agua destilada, calentando a bano 
de Maria, luego se arregla la reaccion del medio a pH 7,2 - 7,4. Se hierve y se filtra 
por papel de filtro. Se distribuye y esteriliza como el medio anterior. El agar de caldo 
extracto de came se prepara agregandole 1,5 a 2 por ciento de agar, despues de 
neutralizar el medio, se lleva al autoclave para fundir, 110 ° C por 15 minutos y luego 
se filtra por algodon o papel y se distribuye. Se esteriliza a 120 °C durante 15 
minutos. Si se desea preparar gelatina en lugar de agar, se agrega 15 por ciento de 
gelatina antes de arreglar 

el pH, disolviendo previamente en bano de Maria la gelatina incorporada al medio y 
luego se sigue como en la preparacion del caldo de extracto de came. Se esteriliza en 
este caso a 110 ° C media hora. 

Agua de peptona. Es un medio rico en proteinas y es muchas veces utilizado en lugar 
del caldo de carne o extracto de came. Se emplea para probar fermentaciones de 
azucares en bacterias. 

Peptona . 10-20 g 

Cloruro de sodio. 0,5 g 

Agua destilada c. s. 1 lit. 

Se prepara el agar de peptona, agregandole al lfquido 2 por ciento de agar. Se 
disuelve la peptona y la sal en el agua caliente, se arregla el pH , se filtra por papel, se 
distribuye y esteriliza a 120 ° C 20 minutos. Cuando se incorpora un azucar, se debe 
esterilizar a 110 °C por media hora o mejor tindalizar. Cuando se usa con agar se 
sigue el procedimiento ya descrito arriba. 

MEDIOS SOLIDOS LICUABLES 

Agar 

Los medios lfquidos pueden solidificarse mediante el agregado de agar o gelatina. El 
agar o gelosa se extrae de ciertas algas marinas, Rhodophyceas, llamadas algas rojas. 
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Quhnicamente es un hidrato de carbono y tiene la propiedad de producir, cuando se 
lo disuelve en agua caliente, una solucion coloidal que al enfriarse forma un gel. El 
alga que se utiliza en los Estados Unidos de Norteamerica corresponde a las especies 
Graciaria confervoides, que se cultiva en Carolina del Norte y Gelidium 
cartilaginosum, que se cultiva en California. Hay otras especies como, por ejemplo, 
Gelidium corneum, Euchenna spinosum y otras pertenecientes al genero Glocopeltis y 
Gigartina. 

El agar no funde sino despues de 81 ° C , pero una vez que ha fundido no solidifica 
sino debajo de los 45 ° C Tiene reaccion neutra y es muy poco atacado por las 
bacterias; solamente las bacterias licuantes del agar pueden disolverlo, pero hay muy 
pocos representantes con esta propiedad. Tiene la ventaja que no modifica la reaccion 
de los medios de cultivo cuando se le incorpora a ellos. Si se calienta en medio acido, 
pierde la propiedad de solidificar al enfriar, pues es hidrolizable. 

El agar es un polisacarido y tiene propiedades higroscopicas, contiene 1,63 a 2,94 por 
ciento de proteina y 0,39 a 1,60 de fibra cruda. Se lo emplea en los medios de cultivo 
a razon de 1,5 a 2 por ciento. 

Gelatina 

Es una proteina que se obtiene de los tejidos cartilaginosos, tendones, huesos, etc., de 
los animales. La gelatina enriquece el medio de cultivo pero es licuada por ciertos 
grupos de bacterias que tienen la propiedad de elaborar gelatinasa, enzima digestiva; 
es, ademas, descompuesta por las bacterias que producen en su metabolismo 
proteasas, enzimas que actuan sobre las proteinas. Es una sustancia susceptible a las 
temperaturas altas, pues cuando es calentada en el autoclave a 120 ° C pierde la 
propiedad de solidificar en frfo. Como su punto de fusion es muy bajo, alrededor de 
25 °C no se la puede utilizar en los medios que requieren ser incubados a 
temperaturas mayores que esta; tampoco puede utilizarse en paises de climas 
calientes, pues no llegarfa a solidificar. 

Estos inconvenientes han hecho que sea mas utilizada la gelosa que la gelatina para 
medios solidos. Se la utiliza en proporcion de 15 a 18 por ciento en los medios 
corrientes. 

MEDIOS SOLIDOS NO LICUABLES 

Papa. Se eligen papas que esten sanas, se lavan, se pelan, se lavan nuevamente y con 
un perforador de corchos se sacan cilindros, lo mas grande posible. Con un cuchillo 
se cortan luego en forma de cuna lo cual se obtiene cortando el cilindro 
diagonalmente. Se colocan luego en tubos de Roux para papa que tienen una 
estrangulacion en la parte inferior. 

En el fondo del tubo se coloca un poco de agua para mantener el trozo de papa 
humedo y luego se introduce la papa que quedara depositada en la estrangulacion del 
tubo sin llegar al fondo. Se esteriliza a 120 ° C 20 minutos. 
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Papa alcalinizada. Se prepara colocando los trozos de papa ya cortados en bisel en 
una solucion de carbonato de sodio al 0,5 % durante varias horas. Se entuba y 
esteriliza como el medio anterior. 

Papa glicerinada. Se utiliza para el cultivo del Mycobacterium tuberculosis. Se 
prepara manteniendo la papa en glicerina al 5 % durante 3 a 4 horas. Se entuba y 
esteriliza como los anteriores. 

Zanahoria. Se prepara igual que la papa y su uso mas corriente es para estudiar la 
propiedad de esporulacion en levaduras. 

Artificiales 

Silicogel o sflice gelatinosa fue introducida en la tecnica microbiologica por 
Winogradsky para el estudio de ciertas bacterias autotrofas que no desarrollan en 
presencia de pequenas cantidades de materia organica. El grupo de los nitrificadores 
fue estudiado y aislado por este autor mediante el uso de esta base mineral a la cual le 
incorporaba sales nutritivas que permitian el desarrollo de las bacterias especificas de 
la nitrificacion. 

Preparacion del silicogel. Metodo de Winogradsky: Se prepara el gel directamente 
en la misma caja de Petri mediante el siguiente procedimiento. 

Se emplea silicato de sodio puro e incoloro, diluyendolo con agua hasta 9 ° Be y 
acido clorhidrico puro diluido a 13 ° Be. Se mezclan volumenes iguales tratando de 
volcar el silicato en el acido poco a poco y agitando constantemente. Hecho esto, esta 
mezcla se distribuye en cajas de Petri a razon de 30 ml por caja de 10 cm de diametro 
y luego se dejan en reposo para que gelifique, proceso que tarda mas o menos 24 
horas. Cuando el gel formado se hay a puesto bien vibrante, lo cual se reconoce 
tomando la caja de Petri y dandole con el dedo indice de la otra mano pequenos 
golpecitos que permitiran hacer vibrar el gel. Si ya se ha formado, este gel se dializa 
en agua corriente para eliminar el cloruro de sodio formado. Para esto se colocan las 
cajas (sin las tapas) en un recipiente (olla) de 40 a 50 cm de diametro, tratando de 
colocarlas en tal forma de no lastimar la superficie del gel y ademas que el agua 
pueda correr libremente dentro de ellas. Una vez apiladas en el recipiente, se 
introduce hasta el fondo del mismo un trozo de goma conectado a un grifo de agua 
corriente y se deja correr lentamente agua de abajo hacia arriba durante dos a tres dias 
hasta que el agua de lavado que desborde no de mas reaccion de cloruros con nitrato 

de plata. Las cajas dializadas se guardan a temperaturas bajas, en nevera, hasta el 
momento de usar. Para usarlas, se esterilizan previamente, sumergiendolas en agua 
hirviendo durante medio minuto. Las burbujas que se forman en el gel luego 
desaparecen. Se incorpora luego el medio de cultivo regandolo por toda la superficie 
en proporcion de 2 ml de medio para una caja de Petri de 10 cm. Se colocan luego en 
estufa de 50 °C hasta que el agua se haya evaporado, quedando impregnado el gel 
con las sales nutritivas. Despues de esto las cajas estan listas para ser utilizadas. 
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Elementos nutritivos utilizados en los medios de cultivo. Es necesario conocer las 
exigencias de cada grupo de bacterias para cultivarlas en medios de cultivo 
artificiales, pues muchas de ellas no son exigentes en elementos nutritivos; en 
cambio, hay grupos de bacterias muy dificiles de cultivar, pues solamente desarrollan 
en medios especificos. El grupo de bacterias heterotrofas, en general, desarrollan bien 
en medios de cultivo comunes, salvo algunas variantes en sus formulas; en cambio, el 
grupo de bacterias autotrofas. especialmente las quimiotrofas, como sucede con los 
nitrificadores, requieren medios especiales para desarrollar. Otras bacterias necesitan 
medios muy especificos como, por ejemplo, ciertos microorganismos patogenos, 
como los productores de lepra, sifilis, tuberculosis, etc., en el hombre. Se han creado 
muchas formulas de medios de cultivo para facilitar el estudio y clasificacion 
de las bacterias, especialmente para el estudio de la morfologia y fisiologia de las 
mismas, que son de capital importancia en la ubicacion taxonomica de nuevas 
especies. 


Probioticos. 

Desde hace algunos anos, se viene observando que algunas sustancias, no bien 
conocidas, incluyendo ciertos microorganismos (levaduras), contienen elementos 
llamados por Wildier BIOS, los cuales actuan como factores de desarrollo o 
crecimiento en los microbios y tambien en el hombre y los animales. 

Esta particularidad, demostrada en los microbios, ha hecho que estudios recientes, 
permitan conocer un grupo de sustancias, capaces de comportarse como dichos 
factores. 

Se conocen, entre otras, las siguientes: acido pantotenico, acido folico, biotina, 
piridina (vitamina B6), riboflavina (vitamina B2), tiamina (vitamina BI), inosita etc. 
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14.—AISLAMIENTOS 
METODOS AEROBIOS 


Para estudiar cualquier especie bacteriana es necesario separarla de las otras y 
cultivarla al estado puro. Los metodos aerobios que se han desarrollado y que 
actualmente se conocen, son simplemente procedimientos que permiten aislar los 
microbios, para estudiar, en medios de cultivo especiales, tanto su morfologia como 
sus caracterfsticas fisiologicas. 

La obtencion de cultivos absolutamente puros es la etapa principal del microbiologo 
y de esta pureza depende el exito posterior de todo el trabajo o estudio microbiano. 
Un cultivo es considerado puro cuando es originado por una celula bacteriana o 
microbio o proviene de una colonia formada por dicha celula, dando, por lo tanto, 
celulas iguales a la primitiva. Cuando en un cultivo se encuentran celulas diferentes, 
el cultivo puede ser impuro y, por lo tanto, es necesario proceder a su purificacion. 

Los metodos aerobios de cultivo mas practicos, son los que emplean sustancias 
solidificantes como agar, gelatina, silica-gel, papa, zanahoria, etc., pues de esta 
manera se llega a inmovilizar las celulas, separandolas las unas de las otras, 
desarrollando y formando poblaciones o colonias de origen unicelular. 

Los procedimientos en medios liquidos no son aconsejables. Los metodos ideales son 
mediante el uso de aparatos llamados micromanipuladores, con los cuales es posible 
desarrollar los metodos monocito-geneticos, que dan una seguridad absoluta de que 
se esta trabajando con una descendencia de origen conocido. 

METODOS AEROBIOS DE CULTIVO 

Se conoce una gran cantidad de metodos para obtener cultivos puros empleando 
medios liquidos o solidos. Se pueden dividir en metodos generales, que comprenden 
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los metodos corrientes usados en el laboratories y en metodos especiales, empleados 
en el aislamiento de organismos de mas diricil separacion, debido, ya sea a sus 
exigencias nutritivas o por su escaso desarrollo en los medios artificiales conocidos. 

Debemos mencionar tambien que, ademas de estos, hay otros metodos que se usan 
solamente para microbios que no desarrollan en presencia del aire, es decir, para los 
microorganismos llamados anaerobios Estos metodos seran tratados en el proximo 
capitulo; solamente veremos a continuacion los procedimientos utilizados en el 
aislamiento y estudio de bacterias aerobias. 

METODOS GENERALES 
EN MEDIOS SOLIDOS 


Las bacterias aerobias pueden separarse en medios solidos o liquidos; el metodo mas 
corriente y seguro es el de las placas o cajas de Petri y por su comodidad y sencillez 
es el mas utilizado actualmente. 

Caja de Petri 

Este metodo tiene una serie de modificaciones de acuerdo con el procedimiento que 
se sigue, pero todos ellos se basan en el desarrollo de colonias en superficie en un 
medio solido, ya sea agar o gelatina. 

1. Siembra en estria en superficie. Es el metodo universal de siembra en 
microbiologia, en cajas de Petri. Con este procedimiento se puede conseguir una 
buena separacion de las colonias y aislarlas facilmente, obteniendo de esta manera 
cultivos puros. Cuando se usa el metodo de la estria es aconsejable tomar poco 
material, especialmente cuando se utiliza una sola caja de Petri, o de lo contrario 
descargar, 

comienzo de la siembra, la mayor cantidad posible de material tocando con la ansa o 
espatula en un extremo de la caja y luego comenzar la operacion. 

Preparacion de la caja de Petri. Se licua el agar contenido en el tubo de ensayo (10 
mi) y luego de enfriado, alrededor de 50 °C, se vuelca en una caja de Petri esteril cuya 
base externa es conveniente flamearia rara entibiarla un poco y evitar de esa manera 
que el agar solidifique rapidamente y permita su distribucion uniforme. El agregado 
del agar debe hacerse con la mayor asepsia posible, tomando todas las precauciones, 
para evitar una infeccion, especialmente de hongos, que son muy comunes y que 
rapidamente invaden la superficie del medio, inutilizando el material y el trabajo. 
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Para evitar esto, es aconsejable no trabajar en ambientes grandes, donde haya mucha 
gente y, por lo tanto, corrientes de aire. Los laboratorios pequenos y sin corrientes de 
aire y poco personal, son los mas adecuados. 

El tubo con el agar fundido se vuelca en la caja de Petri esteril de la manera siguiente: 
se quita el tapon de algodon, sosteniendo el tubo con la mano derecha cerca de la 
llama de un mechero, se flamea la boca del mismo y con la mano izquierda se levanta 
de un lado la tapa de la caja, de tal manera que permita introducir la boca del tubo y 
se vuelca el contenido en su interior; rapidamente se retira el tubo y se tapa la caja, se 
hace girar para distribuir el medio uniformemente y luego se deja solidificar. Si va a 
usarse inmediamente, es conveniente eliminar el agua de condensacion que queda en 
la superficie del medio, colocando la caja en la incubadora a 379 °C durante 10 a 15 
minutos, con la tapa hacia abajo y semiabierta, apoyando la caja sobre el borde de la 
tapa. Cuando se note que la superficie del agar esta seca, se tapa y retira para usarla. 

Estria con espdtula corta de platino o de vidrio. Es uno de los procedimientos mas 
comunes en bacteriologfa y se consigue la separacion de colonias entre si, 
permitiendo en una misma caja de Petri, separar una mezcla de bacterias. Se usan los 
mismos hilos de platino, pero en el extremo se hace una espatula de 0,8 a 1 cm de 
largo, doblandola en angulo de 120 grados, aproximadamente. Tambien se pueden 
fabricar, utilizando una pipeta Pasteur corriente, haciendo, con la llama piloto de un 
mechero de gas, la espatula en su extremo. Es preferible utilizar estas espatulas de 
vidrio porque las de platino resultan muy delgadas y al menor descuido rompen la 
superficie del medio, especialmente cuando no se tiene mucha practica. 

La siembra se efectua sumergiendo la espatula en el lfquido a sembrar y luego 
apoyando toda la superficie de la misma sobre un extremo de la caja de Petri y 
efectuando estrfas paralelas. 

Generalmente se hacen seis a siete estrfas en una caja de Petri de 10 cm, aunque esto 
depende del tamano de la espatula que se use. Con el fin de aprovechar toda la 
superficie del medio, es necesario seguir la tecnica siguiente cuando se emplea este 
metodo de siembra. Una vez preparada la caja de Petri, se deposita sobre la mesa con 
la tapa hacia abajo, se toma luego el material de siembra con una espatula previa- 
mente flameada y enfriada de acuerdo con la tecnica corriente de laboratorio. Con la 
otra mano se toma solamente la caja con el medio de cultivo, de tal manera que la 
superficie del medio quede frente al operador, inclinando la caja a fin de facilitar la 
realizacion de las estrfas en su interior. Se deposita la espatula en el extremo superior 
izquierdo, tratando de descargar la mayor cantidad posible de material, trazando una 
corta estrfa y luego se levanta la espatula y se inicia a continuacion otra estrfa hasta el 
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otro extremo. Se continua luego haciendo estrfas paralelas a la primera hacia abajo y 
siempre en la misma direccion, de izquierda a derecha, hasta llegar a la mitad de la 
caja. Una vez en este punto se hace girar la caja 180 grados, de tal manera que las 
estrfas que se han efectuado queden hacia abajo y la superficie no sembrada hacia 
arriba, continuando luego haciendo estrfas en la misma direccion paralela a las 
anteriores, pero hacia arriba, de izquierda a derecha, hasta llegar al borde superior. 

Cuando se quiere obtener colonias muy separadas unas de otras, se puede utilizar dos 
o tres cajas de Petri, para lo cual la operacion descrita se repite en cada una de ellas, 
pero sin tomar nuevo material. En la ultima caja de la serie apareceran muy pocas 
colonias y las ultimas estrfas resultaran practicamente esteriles, consiguiendo de esta 
manera colonias que pueden aislarse al estado complementamente puro. Cuando se 
trata de una mezcla de bacterias, estas ultimas colonias representan a la especie mas 
abundante. 

Estrias con ansa de platino. El hilo de platino que tiene un aro generalmente 
calibrado, en el extremo, se llama ansa y sirve para transportar o sembrar material de 
un tubo a otro; sin embargo, se lo usa para sembrar tambien en cajas de Petri 
efectuando estrfas en zigzag sobre la superficie del medio. 

Se flamea la ansa al rojo y despues de enfriada se sumerge en el lfquido de donde se 
hace el aislamiento, o si es de un medio solido, se toma parte de la colonia o las 
colonias. La ansa asf cargada se deposita en el extremo superior izquierdo de la caja a 
sembrar; si es mucho el material que se ha tornado, es conveniente descargar 
previamente parte del material que se encuentra en el aro. Hecho esto, se extiende la 
siembra, acostando el aro de la ansa sobre la superficie del medio y de izquierda a 
derecha y sin levantarla se sigue esta operacion en zigzag hasta cubrir totalmente toda 
la superficie. Cuando se trabaja con la ansa hay que tener sumo cuidado de que el 
arrastre de la misma sobre el medio de cultivo sea lo mas suave posible, sin presionar, 
pues es muy facil lastimar la superficie del agar si no se tiene esta precaucion, en 
especial cuando se trabaja con gelatina, que ofrece mucho menor resistencia que el 
agar y se resquebraja muy facilmente. 




Fig. N° 32. Distintas formas de siembras en cajas de 
Petri con hilo de platino. 1 y 2, comienzo y 
termination de la estrfa en zigzag, (la); 3, comienzo de 

la segunda serie con hilo esteril (II); 4, final de la estrfa 
con hilo esteril (Ilia). A la derecha puede verse el 
resultado de las siembras despues de incubar las cajas 
sembradas (Ib-IIb-IIIb) 



III a 


hi b 


Fig. N° 33. Procedimiento economico de siembra en 
cajas de Petri cuando se trabaja con gran cantidad de 
cepas. Si la siembra esta bien realizada, en una misma 
caja es posible sembrar de seis a ocho cepas con 
buenos resultados 
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Fig. N° 34. Distintos tipos de espatulas varillas de vidrio para siembras por 

extension en superficie 

especificos, donde las otras especies que lo acompanan no progresan o desarrollan 
con cierta lentitud y dificultad. Empleando tubos comunes se pueden hacer 
aislamientos en agar inclinado; la ventaja que tiene este metodo es que las 
infecciones en los tubos son mas remotas que en las cajas de Petri y, ademas, 
permiten ser transportados o enviados a otros laboratorios con mas facilidad, sin 
que el medio sufra o se seque o resquebraje, como sucede con las cajas. 

1.—Por estria en tubos con agar en cuna. Se toma el material de siembra con ansa 
previamente flameada y luego se introduce hasta el fondo, en el tubo con agar 
inclinado sin tocar ni las paredes del tubo ni la superficie del medio. Se deposita el 
material en el agua dc condensacion que siempre hay en la parte inferior del medio, 
especialmente cuando este es fresco, y se hace una suspension del material de 
siembra, ayudandose con la ansa. A continuacion se saca la ansa del tubo, pero 
arrastrandola sobre la superficie del agar inclinado a medida que se va sacando y al 
mismo tiempo trazando una linea en zigzag para aprovechar mas la superficie del 
medio de cultivo. Sin tomar nuevo material se hace la misma operacion en otro 
tubo y si se quiere, se puede repetir en un tercero, cuando el material que se ha 
usado en el primer tubo ha sido muy abundante. De esta manera se tiene una 
siembra en estria y con material cada vez mas pobre. 

Tecnica para la siembra en agar en cuna. Se toma el tubo con la mano izquierda, 
con los dedos indice y pulgar y por la parte inferior, teniendo la precaucion de dejar 
bien visible toda la superficie del medio (Fig. 35). Con la mano derecha se sostiene 
la ansa, que se flamea al rojo delante de un mechero de gas y luego se deja enfriar. 
Con el dedo menique de la misma mano se extrae el tapon de algodon del tubo, 
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Fig. N°35. Procedimiento para la siembra o 
‘repicado’ de cultivos, mediante ansa de platino. 


aprisionandolo contra la palma de la mano por presion de dicho dedo sobre ella, y 
girando el tubo suavemente con la otra mano se destapa. Una vez que se ha quitado 
el tapon, se flamea la boca girandola sobre la llama del mechero rapidamente, luego 
introduciendo la ansa se toma material de siembra. Se extrae la ansa cargada de 
material, se flamea nuevamente la boca del tubo de ensayo y se tapa girando el 
tubo, una vez introducido el tapon de algodon en la boca del mismo, haciendo 
suave presion para no deformar el algodon. Se deja este tubo y con la misma mano 
se toma un tubo de agar, inclinado esteril y sin sembrar. Se destapa, siguiendo la 
misma tecnica descrita, se introduce la ansa cargada de material hasta el fondo y 
luego se hace la estrfa en la forma ya indicada. Hecha la siembra se tapa el tubo y 
se esteriliza la ansa, flameandola antes de dejarla sobre la mesa de trabajo. Mientras 
se hace toda esta operacion, el tubo destapado debe tenerse en posicion lo mas 
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2.— Siembra por diluciones. Es un procedimiento que da buenos resultados a 
pesar de que es necesario el empleo de mayor cantidad de material. Consiste en 
hacer sucesivas diluciones en tubos de agar comun, previamente licuados y 
mantenidos en bano de Maria alrededor de 45 °C para evitar la solidificacion. Es 
necesario trabajar con rapidez para que el agar no solidifique antes de terminar el 
proceso. 

Se licuan tres tubos de agar puncion y se entibian a 45 °C manteniendolos a esta 
temperatura mientras no se usan. 

En un tubo con agua esteril se hace la suspension del material en estudio y una 
ansa de este material se siembra en el primer tubo de agar licuado y entibiado, 
tratando de distribuir bien el material de siembra en el agar, para lo cual es 
recomendable hacer girar el tubo entre las palmas de las manos, varias veces, para 
que la mezcla sea uniforme en todo el medio de cultivo. De este tubo se toma 
material y se siembra en un segundo tubo de agar, repitiendo la misma operacion 
anterior y de este segundo a un tercero, etc. Sembrados los tres tubos mediante 
estas diluciones sucesivas, se vuelca cada uno en una caja de Petri esteril, se deja 
solidificar el agar y las cajas se colocan en incubadora. Mediante este 
procedimiento se consiguen colonias bien separadas, que permiten facilmente su 
aislamiento al estado puro. Presenta el inconveniente de que muchas colonias 
desarrollan dentro del agar nutritivo, lo que dificulta su aislamiento. 

Siembra por extension en superficie. Para esto se usan espatulas de vidrio de 
mayor tamano que las anteriores, que permiten abarcar mayor superficie del 
medio. Generalmente tienen tamanos entre 2 a 3 cm. Con estas espatulas se 
extiende el material a sembrar, arrastrandolo por toda la superficie del medio pero 
sin lastimar el agar. Generalmente se coloca una gota del cultivo en el centro de la 
caja y de alii, impregnando la espatula, se extiende por toda la superficie. Se 
puede repetir esta operacion en otra caja de Petri con la misma espatula y sin 
tomar nuevo material, para tener una siembra mas pobre que dara colonias mas 
separadas. 

En tubos comunes 

Los tubos de ensayo son menos empleados que las cajas de Petri, debido a que 
presentan algunas dificultades; ofrecen, ademas, poca superficie de siembra y es 
diricil aislar las colonias del interior de los mismos. Se emplean para germenes 
que pueden ser separados en medios especificos, donde las otras especies que lo 
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horizontal posible, para evitar la cafda de polvo en su interior que provocaria una 
infeccion. Cuando se tiene algo de practica, esta siembra se puede hacer en forma 
simultanea, destapando a la vez el tubo de toma de material y el de siembra que se 
sostienen en la misma mano, pasando en esa forma el asa de un tubo a otro sin 
ninguna otra operacion y tapando luego ambos una vez terminada la siembra, 
siguiendo la tecnica de asepsia indicada. Es recomendable una vez terminadas las 
siembras y antes de incubar, flamear los tapones de algodon para eliminar, 
especialmente cuando se trabaja con tapones humedos, cualquier espora de hongo, 
que abundan mucho en los laboratorios y que pueden atravesar el algodon y llegar 
a infectar el cultivo. 


2. Metodo de las diluciones de Vedlon y de Burri. El material de siembra se 
introduce en el tubo de agar inclinado y se hace una dilucion en el agua de 
condensacion que se encuentra en la parte inferior. Luego de taponado el tubo se 
hace escurrir inclinandolo, de tal manera de escurrir el material por toda la 
superficie del medio. Si se quieren hacer otras siembras, para conseguir colonias 
mas aisladas, se usa el material de este ultimo tubo para sembrarlo en otro nuevo 
y asf se puede repetir varias veces, consiguiendose cada vez sembrar material mas 
diluido. En los ultimos tubos se obtienen colonias bien separadas y faciles de 
repicar. 


3. En tubos especiales. Tubos de Roux. Son tubos de unos 20 cm de largo y en 
el tercio superior tienen una estrangulacion que impide la salida del medio cuando 
se inclinan. Se emplea poca cantidad de medio y se utiliza mucha superficie, ya 
que el medio de cultivo solidifica sobre una de las paredes del tubo. La siembra se 
hace, ya sea estriando o extendiendo el material por toda esta superficie. Se 
pueden usar varios tubos para sembrar tambien material diluido, como en el caso 
anterior. Este metodo tiene la ventaja de que, usando menor cantidad de medio de 
cultivo, se tiene mas superficie de siembra. 

Tubos de Esmarch. Son utilizados para aislamientos en gelatina. Debido a esto, 
presentan algunas dificultades y, por lo tanto, su uso es limitado, pues no son nada 
practicos. Se utilizan tubos de tamano grande, de 20 a 22 cm de largo, como los 
empleados para el examen bacteriologico de aguas en la prueba de indice 
coliforme. El medio de cultivo debe distribuirse, una vez sembrado el material, 
por las paredes internas del tubo, por lo cual es indispensable utilizar poca canti¬ 
dad de medio, de tal manera que forme una pequena pelfcula una vez que ha 
solidificado sobre el vidrio. Se procede de la siguiente manera: 
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se licua la gelatina y una vez entibiada se siembra, a continuacion se hace girar el 
tubo debajo de un chorro de agua frfa de manera que la gelatina, al rodar en la 
pared interior del tubo, solidifique sobre ella y forme una pelicula, que la cubrira 
totalmente. Al efectuar esta operacion es conveniente trabajar con el tubo lo mas 
horizontalmente posible, sin permitir que el medio llegue a mojar el tapon; de esta 
manera se utiliza la mayor superficie interna del tubo. El inconveniente que 
presenta este metodo, ademas del empleo de la gelatina, es que si hay germenes 
licuantes contaminan las demas colonias. 


METODOS GENERALES 
EN MEDIOS LIQUIDOS 

Metodo de las diluciones. Actualmente muy poco usado, pero fue el metodo 
empleado por Pasteur y Koch en sus trabajos, hasta la introduccion de los medios 
solidos por la escuela alemana en la tecnica bacteriologica. El metodo consiste en 
hacer diluciones, mediante pasajes de pequenas cantidades de material de un tubo 
a otro, hasta lograr obtener, por lo menos, en uno de los ultimos tubos, una sola 
especie. Para esto se emplean tubos corrientes, con 10 ml de medio liquido, 
sembrando de uno a otro una cantidad medida; generalmente 1 ml de material o 
una ansa calibrada bien cargada, empleando para esto la cantidad de tubos que se 
deseen y tratando de que el ultimo o uno de los ultimos resulte esteril o no 
presente desarrollo despues de incubar. Es indispensable, ademas, hacer 
preparados microscopicos del ultimo tubo con desarrollo y si se observa una sola 
forma microbiana se puede pensar de que es un cultivo puro. Como se ve, es un 
metodo nada seguro ni practico, por lo cual ha cafdo en desuso; sin embargo, aun 
hoy dia es utilizado con ciertas ventajas, especialmente para microorganismos que 
desarrollan mejor en medios liquidos o no toleran sustancias organicas. 


METODOS ESPECIALES 

Se conocen algunos metodos que permiten separar los microbios, valiendose de 
ciertas propiedades, especialmente fisiologicas y metabolicas, que presentan 
ciertas especies bacterianas. 

Separacion por resistencia al calor 
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Mediante este metodo es posible separar las formas esporuladas de las no 
esporuladas. Se calienta el material en estudio envejecido, en un bano de Maria, a 
80 °C durante 10 minutos; las formas vegetativas mueren y solamente sobreviven 
las formas esporuladas. Si despues de este calentamiento se hace una siembra del 
material en medios solidos corrientes o especificos, se obtendran colonias de 
especies esporogenas unicamente. Un ejemplo ripico de este metodo es la 
separacion del B. subtilis del heno, en el cual vive corrientemente. Si se hierve un 
poco de pasto henificado en agua y luego se siembra material de esta infusion en 
agar nutritivo, se obtendran solamente colonias de B. subtilis. Se puede tambien 
aplicar este metodo para separar especies patogenas esporogenas como tetanos, 
carbunco, etc. 

Separacion por cultivo a temperaturas disgenesicas 

Las bacterias desarrollan a distintas temperaturas, segun las especies. Unas 
desarrollan a bajas temperaturas, como es el caso de las sicrofilas y otras a 
temperaturas muy altas, como sucede con las especies termofilas. Esta variacion 
termica en el desarrollo microbiano se emplea para separar especies. Es facil de 
esta manera aislar bacterias termofilas incubando a 45 6 50 grados cenrigrados, o 
bacterias sicrofilas empleando temperaturas de 5 a 15 grados cenrigrados. S. 
typhosa es posible separarla, cultivandola a 46 °C y el colibacilo a 43 °C. Para 
obtener buenos resultados con este metodo es aconsejable realizar cultivos frac- 
cionados, es decir, cada 48 horas se repica la siembra anterior en un tubo de 
medio esteril hasta conseguir un cultivo puro. 

Separacion por filtracion 

Mediante este procedimiento se separan las formas inmoviles de las moviles, 
aprovechando la propiedad que tienen estas ultimas de atravesar, mediante 
desplazamiento del cuerpo, sustancias porosas o filtrantes, como, por ejemplo, 
arena. S. typhosa puede tambien separarse utilizando el metodo Carbonell, que 
consiste en lo siguiente: un tubito en U con un extremo mas corto y lleno de arena 
esteril y caldo se coloca dentro de un tubo de caldo comun, de tal manera que el 
extremo corto quede sumergido en el medio y el otro sobresalga. Se siembra el 
material dentro del extremo del tubito que sobresale y se incuba. S. typhosa por 
ser movil, se desplazara rapidamente y llegara al otro extremo del tubito en U, 
atravesando la arena que este contiene, lo cual se sabe cuando el caldo del tubo 
grande comienza a enturbiarse. 
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Separation por desplazamiento natural 

Utilizado para separar bacterias moviles. En un tubo de agar inclinado se agrega 
una gota de agua esteril, tratando luego de humedecer toda la superficie del 
medio; hecho esto se coloca el tubo en forma vertical, de tal manera que el agua 
se acumule en la parte inferior. Se toma material de siembra con la ansa, 
previamente flameada, y se introduce hasta la parte inferior de la superficie del 
medio, pero sin tocar, y se hace una suspension en el agua agregada 
anteriormente, sacando luego la ansa sin que toque el agar. A1 incubar el tubo en 
posicion vertical, las bacterias moviles ascenderan por la pelfcula de agua que ha 
quedado en el agar inclinado y si a las 24 horas tomamos material de la parte 
superior del medio de cultivo, se conseguiran bacterias moviles unicamente. 


Aislamientos en medios selectivos 

Estos medios de cultivo tienen la particularidad de permitir unicamente el 
desarrollo de ciertas especies bacterianas; las demas no prosperan debido a 
condiciones adversas o a la presencia en dicho medio de sustancias que entrando 
en su composicion actuan sobre ellas, produciendo una accion bacteriostatica o 
inhibidora. Estos medios, llamados selectivos, se usan por lo general solidos. Uno 
de los ejemplos mas comunes son los aislamientos en medios de cultivo con 
distintos pH. 

Las bacterias, en general, prefieren medios alcalinos; en cambio, los hongos y 
levaduras reacciones mas bien acidas. Ciertas sustancias bacteriostaticas, como lo 
son algunos colorantes, permiten el desarrollo de las bacterias gram-positivas y 
otros unicamente las gram-negativas. Por lo general no son mas que medios de 
cultivo comunes, a los cuales se les agrega sustancias que inhiben el desarrollo de 
las demas bacterias, permitiendo solamente al grupo que se desea aislar. Otros 
medios son sumamente especfficos, como es el caso de los nit rifle adores, para los 
cuales se usan medios completamente minerales, sin materia organica. Lo mismo 
se puede decir del medio de Raulin, que es especifico para el genero Aspergillus, 
para el agar de Endo y de Levine, que permite diferenciar las bacterias coliformes 
de las otras infecciones, etc. 


Aislamientos en medios de cultivo 
de enriquecimiento 
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Ciertas especies bacterianas desarrollan mas rapidamente que otras cuando se 
encuentran en condiciones fisicoquhnicas especiales. Incubando a 45 °C, 
desarrollan las bacterias termofilas; sembrando suelo en medios acidos, 
desarrollan levaduras y hongos, y en medios alcalinos, las bacterias; cultivando en 
anaerobiosis desarrollaran las bacterias anaerobias y en medios oxigenados habra 
desarrollo de bacterias aerobias. El agregado de bilis a un medio de cultivo 
permitira el desarrollo de las bacterias intestinales, impidiendo, por lo tanto, el 
desarrollo de las restantes; el caldo lactosado favorece el desarrollo de las 
bacterias del grupo coliforme; el medio de Giltay permite el enriquecimiento en 
bacterias desnitrificadoras y en el de Beijerinck se obtiene abundante desarrollo 
de Azotobacter. 


Aislamientos por metodos bioldgicos 

Inoculation en animates. Estos metodos se emplean para aislar bacterias 
patogenas, inoculandolas en animales receptivos de laboratorio y aislandolas 
luego al estado puro de organos inflamados o simplemente de la sangre de los 
mismos una vez autopsiados. El ejemplo tipico es el aislamiento del 
Mycobacterium tuberculosis y el bacilo del carbunco, inoculando animales de 
laboratorio (conejos, cobayos, etc.), una suspension o un cultivo virulento de 
ellos. Roberto Koch aislo el B. anthracis inoculando sangre de animal muerto de 
carbunco en ratones. 


Aislamientos monocito geneticos 

1. Micromanipuladores. La mayor seguridad la dan los metodos de aislamientos 
mono-celulares, pues ofrecen la absoluta seguridad del cultivo puro y una 
descendencia de origen unicelular. Estos metodos se han aplicado, especialmente 
para el estudio y aislamiento de levaduras comerciales, pues estos 
microorganismos son mas faciles de manejar que las bacterias por su mayor 
tamano y facilidad de aislamiento y desarrollo. Los aparatos empleados se llaman 
micromanipuladores , los cuales se adaptan a los microscopios opticos y permiten 
trabajar con grandes aumentos. Se conocen varios modelos, norteamericanos y 
alemanes, los cuales difieren en la construccion, pero siguen el mismo principio, 
es decir, mediante el uso de pipetas capilares de vidrio que se adaptan al aparato y 
que pueden manejarse debajo de cualquier lente del microscopio, con 
movimientos micrometricos. Para el aislamiento de colonias puntiformes en cajas 
de Petri, es muy practico el procedimiento de Soriano, que consiste en aprovechar 
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el movimiento macro y micrometrico de un microscopio, el cual sostiene, 
mediante un dispositivo sencillo de metal, que se aplica en el revolver de dicho 
microscopio, una pipeta Pasteur de punta fina y doblada en angulo. Esta pipeta 
tendra movimiento vertical unicamente, macro o micro movimiento; el movi¬ 
miento horizontal de desplazamiento se hace mediante la platina movil del 
microscopio con que se esta operando. Con este metodo se puede trabajar con 
aumentos hasta de 100 diametros y mas, aislandose comodamente pequenas 
colonias, que resultarfa muy dificil hacerlo de otra manera. 

2. Metodo Lindner. Es muy sencillo y practico; tambien se lo llama el metodo de 
la “pluma de Lindner, debido a que se utiliza una plumilla de las que se emplean 
en los trabajos con tinta china. Se opera de la siguiente manera: se hace una 
suspension de levaduras en un tubo de mosto de malta esteril y luego, valiendose 
de dicha plumilla (que se esteriliza, flameandola o sumergiendola previamente en 
alcohol y despues quemandola), se hacen varias lineas de puntos sobre un 
cubreobjeto flameado, cargandola previamente con dicha suspension de leva¬ 
duras. Para cargar la plumilla es muy practico seguir el procedimiento siguiente: 

Con una pipeta Pasteur esteril se toma material en estudio y se deposita una gota 
en la concavidad de la pluma para tinta china, que estara sostenida por un mango 
de metal o vidrio, mejor que madera, pues esta puede quemarse al flamearfa. Hay 
que tener la precaucion de no cargarla demasiado, que impedira hacer pequenas 
lineas o puntuaciones sobre el vidrio; en caso de estar muy cargada se puede 
eliminar un poco de material, haciendo un movimiento brusco y vertical hacia 
abajo y arriba (como descargando una pluma corriente), desprendiendose de esta 
manera parte del material. Con esta carga se hacen tres o cuatro puntos en un 
extremo del cubreobjeto siguiendo una misma linea; luego se hace un dilucion de 
este material, agregandole, con pipeta Pasteur, una gota de mosto esteril y 
escurriendo parte del material en la forma indicada; se hacen inmediatamente, 
debajo de las puntuaciones anteriores, otras tantas y se puede repetir esta 
operacion una y otra vez mas, obteniendose asi puntitos con material cada vez 
mas diluido. De esta manera se habran hecho tres o cuatro series de puntuaciones 
en la cara flameada del cubreobjeto y cada serie corresponded a una dilucion 
distinta del material en estudio. 

El cubreobjeto se monta sobre un portaobjeto excavado, tratando de que las gotas 
no toquen el borde del aro del portaobjeto y luego se parafina alrededor, 
sellandolo para evitar la evaporacion. Es indispensable, para tener exito con este 
metodo, trabajar con cierta rapidez, pues de otra manera, cuando se hagan las 
ultimas puntuaciones, las primeras estaran secas. 
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Fig. N° 36. Metodo Lindner 

Una vez montado el portaobjeto, se revisa, debajo del microscopio, cada una de las 
gotitas y en donde hay una sola celula se marca, haciendo un grafico de la 
distribucion del material en un papel. Si no se consigue ninguna gota con una sola 
celula, es necesario repetir esta operacion con material mas diluido. Conseguido el 
objeto deseado, los preparados se colocan en incubadora, en camara humeda, y a 
las veinticuatro o cuarenta y ocho horas se observa el desarrollo de las gotas en las 
cuales se ha observado una sola celula de levadura y si hay desarrollo o se ha 
formado una pequena colonia se procede a aislar en un tubo de mosto de malta 
esteril, procediendo de la manera siguiente: se despega el cubreobjeto, se levanta 
con cuidado y con una punta capilar de vidrio o con una pipeta Pasteur de punta 
fina se absorbe la gota en cuestion y se rompe la punta del capilar cargada con el 
material, en el interior del tubo con mosto de malta esteril y se incuba. A1 obtener 
desarrollo, en el tubo sembrado, se ha conseguido el aislamiento unicelular. 

En lugar de goticas se pueden hacer lineas o estrfas paralelas, siguiendo la misma 
tecnica anterior, pero es necesario siempre proceder con cierta rapidez para evitar 
que las primeras estrfas se sequen al final de la operacion. Es conveniente, durante 
la misma y mientras se hacen las diluciones en la plumilla, colocar el cubreobjeto 
junto con la pinza de sosten en una camara humeda improvisada con un 
cristalizador, de tal manera que todo el material pueda mantenerse en un ambiente 
humedo mientras se esta operando. 



Fig. N° 37. Pinza de Cornet utilizada para sostener los cubreobjetos en los preparados en gota colgante 
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Cuando no se dispone de portaobjetos excavados es tambien practico el empleo 
para este fin de anillos de Bottcher o la camara huineda dc Ranvier. 



Fig. N° 38. Microcamara de Ranvier 


3. Metodo Hansen. Se emplea tambien corrientemente para el estudio y aislamiento 
de levaduras el metodo ideado por Hansen, que en principio es muy parecido al 
metodo de Lindner. Consiste en hacer una suspension de levaduras en gelatina de 
mosto de malta, previamente licuado y entibiado, y luego una ansa cargada con este 
material se distribuye sobre un cubreobjeto cuadriculado y numerado, tratando de 
cubrir con el material todas las cuadrfculas del mismo. Hecho esto se monta, igual 
que en el metodo anterior, en un portaobjeto de Koch y se observa al microscopio. 
Las cuadrfculas que presenten una sola celula de levadura se anotan y despues de 
incubar, se observa el desarrollo y se afslan en tubos con mosto esteril. 












— i 








El metodo presenta el inconveniente de que al desarrollar una levadura puede 
extenderse en todo el cubreobjeto, invadiendo las demas cuadrfculas, por lo cual es 
necesario observar despues de doce a quince horas, el desarrollo de las celulas en 
cada una de las cuadrfculas anotadas. Sin embargo, tiene la ventaja sobre el metodo 
Lindner, que en este preparado no se corre el riesgo de que el material se seque y 
no es necesario trabajar con rapidez y emplear camara humeda. 

4. Metodo Fortner. — Microcultivos. Consiste en hacer en la cara flameada de 
un cubreobjeto una pequena pelfcula de agar nutritivo, separando luego los extre- 
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mos de esta pelfcula con un bisturi esteril o una hojilla de metal. Con una pipeta 
Pasteur de punta fina, cuyo extremo se ha redondeado a la llama, formando una 
pequena esfera de vidrio, se siembra sobre esta delgada capa de agar en estrfa el 
material en estudio. Se emplea la pipeta Pasteur porque siendo el extremo flexible, 
no se corre el riesgo de romper la pelfcula de agar al hacer presion en el momento 
de la siembra. 



Fig. N° 40. Metodo Fortner para microcultivos en cubreobjetos 


Una vez sembrado el cubreobjeto, se monta igual que los preparados anteriores 
sobre un portaobjeto excavado y se incuba. A las veinticuatro horas apareceran 
pequenas colonias aisladas como en una caja de Petri. Se procede entonces a aislar, 
mediante un capilar, tomando el trocito de agar con la colonia y colocandolo en un 
tubo de mosto de malta esteril, para seguir su aislamiento. 


AISLAMIENTO DE AEROBIOS 


Metodos 

Generales en { 
Medios Solidos 


l.lEstrfas 1.2.1 Con espatula 

1) En caja de Petri { 1.2 Diluciones { 1.2.2 Con ansa 

1.3 Extension 1.2.3 Conhilo 


2.1 Agar estrfa 

2) En Tubos { 2.2 Roux 

2.3 Esmarch 


1. Separacion por resistencia al calor 

2. Por cultivo a temperaturas distintas 

3. Por filtracion 

Metodos { 4. Por desplazamiento natural. 

Especiales 5. En medios selectivos. 

6. En medios de enriquecimiento 

7. Metodos biologicos. 8.1 Micromanipuladores 

8. Aislamientos monocitogeneticos { 8.2 Metodo de Linden 

8.3 Metodo de Hansen 






















15. AISLAMIENTOS 
METODOS ANAEROBIOS 


Los microbios que no pueden vivir en presencia del aire se denominan 

anaerobios. Este hecho fue descubierto y estudiado por Pasteur con el 
descubrimiento del vibrion butirico, agrupandose las bacterias que no 

desarrollan en medios oxigenados con el nombre de anaerobias y creandose 
ademas el termino anaerobiosis para indicar el medio exento de oxigeno. 

Debido a esta circunstancia, es necesario recurrir a tecnicas especiales 
para cultivar estos microorganismos y estas tecnicas tienen, como unica 
finalidad, colocarlos en un ambiente libre de aire. Para aislar una bacteria 
anaerobia es necesario, por lo tanto, emplear medios de cultivo privados de 
oxigeno. Se conocen una serie de metodos, los cuales pueden agruparse, de 
acuerdo con el procedimiento empleado, en metodos fisicos, metodos quimicos 
y una combination de ambos. 

METODOS FISICOS 

Elimination del aire por ebullition 

Manteniendo un medio de cultivo en ebullition durante 510 minutos se 
eliminara casi todo el aire que se encuentra disuelto en su masa. Este es un 
procedimiento muy simple y practico a la vez, que se utiliza para todos los 
medios de cultivo que se destinan al cultivo de anaerobios antes de ser usados, 
pero hay que tener cuidado de enfriarlos rapid amente, tratando de no agitarlos, a 
fin de evitar incorporarles aire nuevamente. 

Los medios de cultivo recien esterilizados contienen muy poca cantidad de 
oxigeno disuelto y pueden emplearse muy bien para este fin.. 

Elimination del aire por metodos especiales 

Los procedimientos de elimination del aire mecanicamente son muy empleados, 

especialmente cuando se manejan grandes cantidades de 

cultivos; el metodo de LiboriusVeillon, el metodo de Bum; el de Hall; 

el del tapon de vaselinaparafina y otros empleados en cajas de Petri, 

son corrientemente usados en los trabajos de laboratorio. 
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En tubos comunes y especiales 

1. Tubo de Hall. Es un tubo con una estrangulacion en su parte media, de tal 
modo que pueda encaj arse perfectamente, a modo de tapon, una metra o bolita 
de vidrio sobre dicha estrangulacion cuando esta en posicion vertical. Este tubo 
se llena con medio de cultivo liquido de tal manera que pase sobre esta 
estrangulacion y cubra la metra, ademas tiene un pequeno saliente, 
inmediatamente arriba de la estrangulacion, que sirve para depositar la metra 
cuando el tubo se inclina, a fin de efectuar la siembra del anaerobio. Se opera de 
la manera siguiente: se hierve el medio antes de usar a fin de eliminar todo el 
aire que se encuentra incorporado en su mas a y luego se enfrfa rapidamente y 
siembra siguiendo la tecnica siguiente: despues de destapar el tubo para 
introducir el material, se inclina hacia el lado donde se encuentra el asiento de la 
metra o el saliente del tubo, para que esta quede fija y permita hacer la siembra 
en el interior del medio de cultivo. 

Una vez sembrado se vuelve a su posicion vertical, de tal manera que la 
metra encaj e nuevamente en la estrangulacion del mismo y asi se incuba hasta 
obtener el desarrollo deseado. Se puede proceder tambien de esta manera: se 
destapa el tubo y se siembra en el medio que queda sobre la metra o la 
estrangulacion, tratando de diluir bien todo el material de siembra; hecho esto se 
tapa y luego con ligeros movimientos de inclination del tubo se consigue que 
esta siembra se mezcle con el resto del medio. El cierre es bastante perfecto y se 
ha comprobado que el aire no penetra en el liquido que se encuentra debajo de la 
estrangulacion. Esto se demuestra practicamente agregando un colorante al 
medio de cultivo que queda sobre la metra y se vera que no pasa a la masa 
restante. 

2. Tubo comun con tapon de vaselinaparafina (vaspar) . Se usan tubos 
corrientes, con medios liquidos, pero despues de repartir y antes de esterilizar se 
le agrega un mililitro de una mezcla de parafina y vaselina al 50 % previamente 
licuada para facilitar su distribution, mediante pipeta caliente para evitar que 
solidifique. Una vez esterilizado el medio se entibia y antes de que la parafina 
solidifique, se siembra, colocando despues los tubos en una gradilla, a fin de 
que, al enfriarse, esta mezcla solidifique en la superficie del medio debido a la 
menor densidad, formando un verdadero tapon que no permite la entrada del aire 
en el medio de cultivo. 

Cuando se emplean estos tubos despues de un tiempo, se procede de la manera 
siguiente: Los tubos a usar se colocan en un recipiente con agua hirviendo y de 
esta manera se eliminara el oxigeno que pueda tener el medio y se fundira el 
tapon de “vaspar” que estara solidificado; conseguido esto, se enfrfa y antes de 
que el tapon solidifique de nuevo, se siembran y se sigue luego igual que lo 
indicado mas arriba. 

Es un metodo muy practico y aconsejable por lo sencillo y los buenos resultados 
que se obtienen. Se puede usar para cualquier medio de cultivo liquido. 
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3. Metodo de LiborimVeillon. Se emplean tubos de agar corriente y se siembra el 
material en estudio de la siguiente manera: se licuan tres o cuatro tubos de agar 
nutritivo o el medio especifico que se quiera usar y despues de enfriados se 
siembran mediante diluciones, siguiendo el metodo de las diluciones en medio 
solido. Se incuban y las bacterias anaerobias desarrollaran en la parte inferior, 
formando colonias visibles en el interior del medio de cultivo (Fig. N° 41,123). 

Para aislarlas se sigue la siguiente tecnica: con una lima de las utilizadas 
para ampolletas se corta el casquete inferior del tubo (3) y luego por la boca del 


Fig . N° 41. 

Metodo de Liborius Veillon en medios 
solidos en tubos de ensayo, para 
aislamiento de bacterias anaerobias. 



mismo y quitando el tapon de algodon se procura, mediante una varilla de 
vidrio, empujar el cilindro de agar para que saiga por la parte inferior donde se 
hizo el corte del tubo, descargando el material en una caja de Petri esteril (4). 

Con una hojilla corriente se corta el cilindro de agar en pequenas rodajas 
de medio centhnetro y se distribuyen en la caja por una de sus bases quedando, 
como indica la figura correspondiente (6). Hecho esto se localizan las colonias a 
aislar, que deben ser las que han desarrollado en la parte inferior del medio, y se 
procede a aislarlas, pero previamente es conveniente quemar la superficie de la 
pequena rodaja y sobre la colonia que se va a aislar, con una esfera de vidrio al 
rojo (8), que se puede hacer con la punta de una pipeta Pasteur de punta fina, de 
tal manera que al quemar la superficie del agar forme una pequena concavidad, 
caracterfstica, al fundirse y evaporarse la misma. Esta operacion debe hacerse, 
pues al efectuar los cortes con la hojilla se tocan algunas colonias y la hojilla se 
infecta, contaminando, por lo tanto, la superficie del agar de todos los cortes 
sucesivos, ademas debe hacerse con sumo cuidado, evitando llegar a quemar la 
colonia que se quiere aislar. Hecho esto, con un capilar o pipeta Pasteur se 
absorbe la colonia o material de la colonia (9) y se introduce en un medio 
liquido que puede ser un tubo con tapon de “vaspar” (10). 
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Medio de cultivo 


Tap6n de goma 



Fig . N° 42. Metodo de 
Burri para el aislamiento de 
bacterias anaerobias 


4 . Metodo de Burri. Es identico al anterior, con la ventaja de que no es 
necesario cortar el tubo, pues se utilizan tubos con dos aberturas y una de ellas 
se tapa con un tapon de goma para permitir el llenado con el medio de cultivo. 
Para el aislamiento se sigue el procedimiento arriba indicado, pero en lugar de 
cortar el tubo se quita el tapon de goma y se extrae luego el cilindro de agar. 

MEDIO DE CULTIVO 
TAPON DE GOMA 

Este metodo es mas practico, pues en primer lugar no se destruyen los tubos y 
luego se evita el engorroso trabajo de cortarlo, que si no se tiene buena practica 
no se consigue separar muy bien el casquete, astillandose muchas veces y 
ocasionando inconvenientes. 

Otro procedimiento practico es utilizando la tecnica de Todoroff- 
Kantardjieff, que consiste en sacar el cilindro de agar introduciendo entre la 
pared del tubo y el medio de cultivo un alambre de 2 mm de diametro, 
preferiblemente de laton, previamente flameado, y luego con fuertes sacudidas 
se hace bajar el cilindro de agar que se deslizara, dejandolo caer en una caja de 
Petri. 
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En cajas d e Petri 

a) Cultivos en la tapa. Consiste en obtener un medio anaerobio recurriendo al 

sistema siguiente: el agar nutritivo previamente sembrado se vuelca en la tapa en 
lugar de volcarlo en la caja de Petri, y luego que ha solidificado se cubre con la 
base de la caja, de tal manera que el agar quede aprisionado entre la superficie 
interna de la tapa y la superficie externa de la base de la caj a. 

Se bordea luego con parafina esteril lfquida la superficie del medio de cultivo 
que queda al descubierto y luego las cajas se incuban. 

Las bacterias anaerobias desarrollaran en la parte centrica y es posible observar, 
con pequenos aumentos, las colonias, directamente en el microscopio. 

El inconveniente que presenta este metodo es el desgarramiento del medio de 
cultivo al separarse la caja de la tapa al hacer el aislamiento de colonias, por lo 
cual es muy poco practico; pero puede ser util para observar directamente 
colonias al microscopio, con aumento regular. 

b) Modificacion de Prigsheim. Esta modificacion consiste en sustituir la tapa 
por un trozo de vidrio circular o cuadrado, colocandolo previamente esterilizado 
mediante flameo sobre el medio de cultivo solidificado y sembrado. De esta 
manera se consigue el mismo resultado que con el metodo anterior y la caja 
puede taparse, como se hace corrientemente, sin peligro de infeccion y sin 
necesidad de utilizar la parafina. 

Sin embargo, presenta las mismas dificultades que el metodo anterior al 
efectuar los aislamientos de colonias, pero pueden hacerse observaciones 
microscopicas usando mayor aumento. 

c) Metodo de Brewer. Este metodo consiste en reemplazar la tapa de una caja de 
Petri corriente por una especial, la cual apoya en la periferia de la superficie del 
medio, dejando una pequena camara central de aire de 1 mm de espesor. El 
medio utilizado contiene tioglicolato de sodio y azul de metileno; el tioglicolato 
actua como reductor del oxigeno contenido en la pequena camara de aire 
formada por la tapa sobre la superficie del medio, haciendo un ambiente de ana- 

Fig. N°43. Metodo de Brewer, 
reemplazando la tapa de una caja de 
Petri por una tapa especial que no llega a 
tocar la superficie del medio. Se utiliza 
para el cultivo de anaerobios y tiene la 
ventaja que al sacarla para efectuar los 
aislamientos no desgarra la superficie 
del medio 

erobiosis. Como la parte que apoya sobre el medio de cultivo hace un cierre 
hermetico debido a la humedad del agar, no permite la entrada del aire y la 
siembra superficial, efectuada en dicho medio, se encontrara exenta de oxigeno. 
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El azul de metileno actua como indicador; el medio de cultivo que se 
encuentra dentro de la camara central se descolorara; en cambio, el que se 
encuentra en el borde, esto es, fuera de la camara anaerobica, permanecera azul. 
Este metodo tiene la ventaja de poderse sembrar en estrias y ademas la facilidad 
de observacion y del aislamiento de la colonia. 


EXTRACCION DEL AIRE 

1- Por vacio en tubos 

Se extrae el aire empleando, ya sea una bomba para vacro o una trompa de 
agua. Cuando se trabaja con tubos, es necesario hacerles previamente y con la 
ayuda de un soplete de gas, una estrangulacion en la parte central, como se hace 
corrientemente cuando se estira un tubo para cerrar al vacro, pero sin obturarlo 
totalmente. Una vez realizado esto, se llenan con el medio de cultivo liquido, 
hasta 1 o 2 cm debajo de la estrangulacion; se tapan con tapon de goma, que 
tiene una abertura, por donde se coloca un tubito doblado en angulo, que servira 
para hacer la conexion con la bomba para vacro. Se puede, en lugar de esterilizar 
los tubos con estos tapones de goma, colocarles tapones de algodon corriente y 
esterilizar aparte los tapones de goma con los tubitos y colorarlos en el momento 
de usar el tubo en lugar del tapon de algodon, precediendo de la siguiente 
manera: antes de usar se hierve el medio para eliminar el aire que pueda tener el 
liquido, se coloca el tubo de goma esteril, flameandolo previamente y dejando 
enfriar; se siembra y luego se conecta, mediante tubo de goma, con la bomba o 
trompa para vacro. Se extrae el aire y luego se termina de estrangular el tubo 
cerrandolo completamente a la llama, con la ayuda del soplete. Cuando se abre 
para hacer aislamientos, hay que proceder con cierto cuidado, pues generalmente 
las bacterias anaerobias son gasogenas y el gas produce presion interior, que al 
abrir el tubo puede provocar estallido. 

2.- Por vacio enfrascos 

Se pueden usar frascos comunes o Erlenmeyer resistentes, de medio litro. 
Se tapan con un tapon de goma que tiene dos perforaciones; en una se coloca un 
tubo de vidrio que llega hasta el fondo del frasco, sumergido en el medio y por 
fuera doblado, de tal manera, que forme un angulo de 45 grados con respecto a 
la otra rama, prologandolo unos 15 centrmetros y con la punta sellada a la Hama. 
En la otra abertura se coloca un tubito doblado en angulo recto, que penetra un 
poco en el frasco; en la rama exterior lleva una estrangulacion. Se conecta a un 
tubo de goma para vacro y se procede de la siguiente manera: 

Se coloca el medio de cultivo en el frasco o Erlenmeyer; si es un Erlenmeyer de 
medio litro puede llenarse con 200 ml y se esteriliza en el autoclave. El tapon 
puede esterilizarse junto con el frasco o separado; 
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en este caso se envuelve en papel y se lo coloca en el momento de operar, 
sustituyendolo por el algodon del Erlenmeyer. Se siembra un tubo de caldo o 
medio lfquido especrfico y luego, a este tubo recien sembrado, se le introduce el 
extremo libre del tubo C (fig. 44), rompiendo el extremo con una pinza esteril. 



Fig. N° 44. Siembra en frasco 
Erlenmeyer, Mediante vacfo 


Por el otro tubo libre exterior (E) se hace el vacro y el medio de cultivo 
del tubo (D) ya sembrado pasara por succion al frasco (A). 

Cuando esta operacion ha terminado, se quita el tubo de ensayo, se cierra el 
tubito (C) a la llama y se hace el vacro en el interior del frasco. 

Logrado esto, se suelda el tubito en (F) . Con este aparato se puede hacer una 
atmosfera de hidrogeno, conectando antes de soldarlo, a un generador de dicho 
gas, el cual burbujeara en el medio hasta desplazar todo el oxrgeno, haciendo, 
por lo tanto, una atmosfera interna de hidrogeno. 

3. Por vacw en desecadores 

Los desecadores comunes pueden emplearse para cultivos de anaerobios, dentro 
de los cuales, una vez colocadas las cajas de Petri sembradas se hace el vacro. 
En estos aparatos es posible obtener un ambiente de relativo vacro, que permite 
el desarrollo de estas bacterias, ya que casi todas ellas toleran pequenas 
cantidades de oxrgeno, es decir, son microaerofilas. Se puede tambien, para este 
fin, utilizar campanas de vidrio, que llevan en la parte superior una Have, 
procediendo como en los desecadores, pero son menos practicos. 

4. Vacio combinado con lavado de hidrogeno 

Esta operacion se puede hacer empleando trbos, frascos y tambien en 
desecadores y en cajas de Kitasato. Cuando se utilizan tubos, estos deben ser de 
tamano grande como el de Fraenkel, al cual se le adapta un tapon de goma que 
tiene dos perforaciones; en una se coloca un tubo de vidrio que llega hasta el 
fondo y la parte exterior se dobla en angulo recto y en el extremo lleva una 
estrangulacion; en la otra perforacion lleva un tubito corto, que por fuera se 
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dobla en angulo recto y lleva otra estrangulacion en la punta. Una vez sembrado 
se hace el vacio y luego se conecta a un generador de hidrogeno, el cual 
burbujea en el medio de cultivo y sale por el otro tubito. Una vez que se ha 
hecho una atmosfera interna de hidrogeno, se cierran ambos tubitos a la llama y 
el tubo se incuba. 

El procedimiento anterior puede realizarse en desecadores y frascos 
comunes con buenos resultados, especialmente cuando se trabaja con mucho 
material. Es de uso corriente tambien la caja de Kitasato, que es un frasco 
circular chato, con una abertura o boca lateral. Se lo utiliza de la siguiente 
manera. Se hace la siembra del anaerobio en un tubo de agar puncion licuado y 
entibiado y una vez que se ha mezclado bien se vuelca en la caja por la abertura 
lateral y se distribuye como si fuera una caja de Petri. El tapon de esta caja lleva 
un dispositivo igual que el tubo de Fraenkel y se procede de la misma manera. 

5. Sustancias reductoras organicas 

A1 agregar a un medio de cultivo liquido trozos de organos frescos 
extraidos asepticamente de ciertos animales (higado, rinon, bazo, ganglios 
linfaticos, etc.), estos actuan como reductores, obteniendose un relativo vacio en 
el medio de cultivo y desarrollando las bacterias anaerobias. 

Especialmente da buenos resultados con microorganismos anaerobios 
patogenos para el hombre. Tarotzi fue el que descubrio esta propiedad, 
agregandole al caldo de came, antes de sembrar, trozos de carne fresca y 
obteniendo de esta manera desarrollo de anaerobios sin necesidad de eliminar el 
aire del tubo. Von Hibler utilizo luego, con identicos resultados, trozos de 
cerebro, pero esterilizado en el mismo medio, conociendose el medio de cerebro 
de Von Hibler para cultivo de bacterias patogenas anaerobias. Los alemanes 
usan, con buenos resultados, el medio con trozos de higado, en lugar de cerebro. 

6. Sustancias reductoras vegetates 

Ciertas sustancias vegetales (harinas y granos) tienen propiedades 
reductoras, como se ha comprobado en el medio de cultivo llamado mosto de 
cereales, que es una sopa preparada con harina de cebada y centeno. Es muy 
practico, ademas, el uso de semillas de ciertos cereales, como cebada, centeno, 
avena, etc., y algunos residuos vegetales como, por ejemplo, del algodon, que 
pueden utilizarse en recipientes grandes, como campanas de vidrio y 
desecadores, especialmente cuando se trabaja con abundante material. Estas 
semillas actuan como reductores durante el proceso germinativo absorbiendo 
oxigeno y desprendiendo gas carbonico. Para conseguir esto se procede de la 
siguiente manera: se coloca en el fondo de un desecador comun algodon mojado 
o papel de filtro, de tal manera de hacer un colchon humedo, sobre el cual se 
colocan semillas de cebada o centeno en cantidad mas bien abundante y luego 
en la parte superior y sobre un falso fondo perforado se colocan las cajas de 
Petri, tubos de ensayo, etc., sembrados con el anaerobio; luego se tapa, tratando 
de untar con vaselina los bordes donde se produce el cierre; se conecta el grifo 
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superior de la tapa con un aparato para vacio y luego de hacer el vacio se deja 
que las semillas germinen. 

Este proceso absorbera todo el oxigeno que ha quedado, haciendose en 
el interior del desecador un ambiente de anaerobiosis. 

Tambien se ha comprobado que agregando trozos de papa, granos de 
leguminosas, medula de sauco a los medios lfquidos, pueden servir para el 
cultivo de bacterias anaerobias. 

7. Reductores microbianos 

Son metodos biologicos que permiten, mediante la combinacion de 
cultivos de bacterias aerobias y anaerobias, obtener buenos resultados, 
aprovechando la particularidad de ciertas especies aerobias de reducir el 
oxigeno. Para esto se emplean cajas de Petri comunes, siguiendo los metodos de 
Fortner o de Reijerinck, utilizando como agente reductor Oidium lactis. 

Metodo Fortner. En una caja de Petri esteril se vuelca un tubo de agar fundido y 
se deja solidificar. Con un bisturf esteril se corta una franja pequena del medio, 
siguiendo el diametro de la caja, de tal manera que el agar quede dividido en dos 
partes iguales pero separado por un surco hecho con el corte mencionado. Una 
de estas partes se siembra, por estrfa, con el anaerobio en estudio y la otra con 
una especie aerobia (B. subtilis; B. mesentericus; B. prodigiosus) de veinticuatro 
horas. Sembradas las dos superficies se coloca la caja con la boca hacia abajo, 
sobre un vidrio limpio y flameado que queda a manera de tapa, luego se sella el 
borde de la misma con plastilina. Es conveniente emplear medios de cultivo 
reductores, tales como agar de mosto de malta, agar de higado glucosado, agar 

ucitihm a mu* roMo 



Fig. N° 45. Metodo de Fortner para el cultivo de anaerobios en cajas de Petri, mediante la 
combinacion con una especie estrictamente aerobia como medio para eliminar el oxigeno en 

el interior de la caja 

sangre, etc., segun la especie en estudio. A1 incubar, desarrolla primero el 
aerobio, el cual utiliza todo el oxigeno del interior de la caja y cuando este 
desaparece comienza el desarrollo de la especie anaerobia. El metodo es practico 
y permite hacer una cantidad numerosa de siembras en poco tiempo. 

Metodo de siembra en la caja y la tapa. Este metodo consiste en utilizar tanto la 
caja como la tapa de la misma, para hacer la siembra del aerobio en una parte y 
la del anaerobio en la otra. Para esto se vuelca un tubo de agar en la caja y otro 
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en la tapa y una vez solidificado se siembra. Una vez sembrados, se ajustan la 
tapa y la caja, de tal manera que esta se hunda en el agar de la tapa hasta tocar 
vidrio con vidrio, como se cierran las cajas de Petri corrientemente; luego, para 
evitar que se infecte el espacio que queda entre la pared de la caja y la tapa, se 
rellena con parafina fundida. De esta manera queda el medio protegido y aislado 
del aire. Las cajas se colocan en la incubadora, procurando que la siembra del 
aerobio quede arriba, para evitar que el agua de condensacion se forme sobre el 
cultivo del anaerobio que es el que nos interesa. 

8. Elimination del aire por burbujeo con 
gases inertes 

Consiste en hacer pasar a traves del medio de cultivo liquido, una 
corriente de gas (hidrogeno, nitrogeno), que no tenga accion sobre las bacterias; 
de esta manera, el gas arrastra el aire que se encuentra en la masa del medio y 
luego este se elimina mediante vacio. Para el lavado o burbujeo con hidrogeno, 
se conecta el medio sembrado con un generador de este gas, el cual es lavado 
previamente, pasandolo por una torre lavadora o simplemente por un frasco con 
agua esteril. 

METODOS QUIMICOS 

Mediante reductores qmmicos 

Ciertas sustancias quhnicas tienen propiedades reductoras, pero no pueden ser 
incorporadas al medio de cultivo debido a que son toxicas para las bacterias. El 
acido pirogalico es un elemento quhnico que en forma de sal de sodio o potasio 
se convierte en un compuesto de gran actividad reductora; por lo tanto, el 
pirogalato de sodio o potasio es la sal que mas se usa para este fin, empleando 
tubos de ensayo especiales o desecadores. 

1. En tubos especiales. En el metodo de Buchner se usan tubos grandes, que 
llevan en el interior un trocito de vidrio, que se utiliza como soporte del tubo con 
la siembra correspondiente. En realidad el metodo consiste en colocar el tubo 
con el cultivo del anaerobio dentro de otro tubo mas grande, en el cual se hace 
despues la reduccion del oxigeno con la mezcla pirogalica, procediendo en la 
forma siguiente: en el fondo del tubo grande se coloca acido pirogalico en polvo 
y sobre este el pequeno soporte, colocando luego el tubo con la siembra del 
anaerobio. Luego se introduce con una pipeta, una solucion de hidroxido de 
sodio y se tapa rapidamente con un tapon de goma bien ajustado y se parafina. 
El acido se combina dando pirogalato de sodio, que es reductor, haciendo en el 
interior del tubo grande y pequeno un ambiente de anaerobiosis que permitira el 
desarrollo del anaerobio. 
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En lugar de este dispositivo se pueden emplear los tubos de Roux, utilizados 
para cultivo en papa natural, con la estrangulacion en la parte inferior, la cual 
servira para apoyar el tubito que lleva el cultivo. 

Es muy practico utilizar, para hacer la siembra del anaerobio, tubitos 
pequenos de 7 cm, de los empleados como campanita en el tubo Durham para 
colimetrfa. Se tiene la ventaja de que en lugar de tubos grandes se puede utilizar 
tubos de ensayo corrientes, cuando se sigue el metodo anterior. 

El pirogalato de sodio es empleado tambien para hacer ambiente anaerobico 
directamente en el interior del tubo de agar inclinado una vez sembrado, 
siguiendo el metodo de Wright. Se siembra por estrfa y luego, cortando la parte 
que sobresale del tapon de algodon con una tijera, este se introduce, ayudado 
con una varilla, hasta muy cerca del medio de cultivo . Sobre el algodon se pone 
un gramo de acido pirogalico y una solucion de hidroxido de sodio o potasio al 
10%, tapando rapidamente con un tapon de goma y se lo mantiene invertido, 
para evitar que esta mezcla impregne el medio de cultivo, incubandolo de esta 
manera. La mezcla producira la reduccion del oxigeno que se encuentra en el 
interior del tubo, permitiendo el desarrollo del 
anaerobio. 


Fig. N° 46. Metodo de Buchner 
para el cultivo de anaerobios 
en tubos con agar inclinado 
empleando mezcla pirogalica: 

a) Linea de puncion 

b) Desarrollo de la estrfa; 

c) Algodon; 

d) Mezcla pirogalica; 

e) Tapon de goma 



Es aconsejable, especialmente cuando se usan medios recien preparados, de 
extraer, mediante una pipeta Pasteur esteril de punta fina, el agua de 
condensacion que se acumula en la parte inferior de la superficie del medio para 
evita: que esta moje la superficie del agar inclinado cuando se invierta el tubo. 

2. Aparatos desecadores. Empleando desecadores corrientes en lugar de tubos, 
se puede incubar gran cantidad de material en un mismo aparato. Se procede 
como sigue: en el fondo del desecador se coloca el acido pirogalico en polvo y 
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en un pequeno recipiente, que puede ser una pequena botellita o tubo pequeno 
de fondo piano, se coloca la. solucion alcalina; se carga el desecador con el 
material sembrado y luego se tapa, teniendo la precaucion de envaselinar la 
union de recipiente y tapa. Se hace el vacio y cuando esto se ha logrado, se 
cierra la Have y mediante una ligera inclinacion del desecador se procura que la 
solucion alcalina caiga sobre el acido pirogalico, produciendose la mezcla y 
absorbiendo el resto de oxigeno que se encuentra en el interior. Se emplea 1 
gramo de acido pirogalico en polvo y 10 ml de hidroxido de sodio al 10 % ; se 
aconseja, en lugar de hidroxido, emplcar carbonato de sodio, solucion saturada 
que, ademas, producira un ambiente de anhfdrido carbonico al final de esta 
operacion. Es bueno inyectar al final, en el interior y por la Have utilizada para 
hacer el vacio, un gas inerte (hidrogeno o nitrogeno), para equilibrar la exterior 
presion interior con la exterior. 


Fig. N° 47. Desecador 
utilizado para cultivo de 
anaerobios mediante el 
empleo de mezcla pirogalica 



Otras sustancias reductoras. Ciertas sustancias quhnicas ademas de enriquecer 
el medio de cultivo actuan como reductoras, tal es el caso de la glucosa, 
utilizada en el agar de hfgado glucosado, agar de papa glucosado, agar de 
extracto de carne glucosado, etc. 

Mediante la corriente electrica 
combinada con hidrogeno 

Para esto se utiliza la jarra catalitica de vidrio, para anaerobiosis, de Fildes y Me 
Intosh o tambien de Brown. 
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La jarra de Me Intosh y Fildes es un recipiente con tapa metalica, la cual 
tiene dos conexiones electricas, para dar paso a la corriente a una resistencia que 
se encuentra en su interior. Tiene, ademas, un orificio para la salida del aire y 
otro para inyectar hidrogeno en su interior. Una vez colocado el material se 
ajusta la tapa por medio de un tomillo y se procede de la siguiente manera: Por 
uno de los orificios o Have se absorbe el aire interior, conectando con un aparato 
para vacio y por el otro se hace entrar hidrogeno al mismo tiempo; cuando se ha 
provocado una buena atmosfera de hidrogeno se cierran estas aberturas y se da 
paso a la corriente electrica, la cual calentara la resisten cia que se encuentra en 


Fig, N° 48. Jarra para cultivo 
de anaerobios por lavado 
con hidrogeno y oxidado por 
action catalitica del paladio 
calentado electricamente 



el interior de la jarra. Esta resistencia se encuentra protegida por una envoltura 
de amianto paladiado, cuya sustancia tiene propiedades cataliticas cuando se 
caliente, produciendose, por lo tanto, la combination de los restos de oxigeno 
con el hidrogeno y formando agua, que se condensa en la pared interna del 
aparato. Existe el peligro de una explosion si se produjera una chispa electrica 
en el momento de dar paso a la corriente, por lo cual es conveniente, cuando se 
va a pasar la corriente electrica, envolver la jarra en un pano y tomar las 
precauciones necesarias. Al final se puede inyectar hidrogeno para equilibrar la 
presion interna. 

La jarra de Me Intosh y Fildes fue modificada por Evans y Brewer. 

El procedimiento es igual que el empleado en la jarra de Me Intosh y Fildes. 



16.—PURIFICACION E IDENTIFICACION 


Para identificar una especie microbiana es necesario separarla de las demas. Esta 
operacion se llama aislamiento y su finalidad es obtener los llamados cultivos 
puros, los cuales representan poblaciones de microbios, provenientes de una sola 
celula y libres de formas extranas. Por lo general se toma la colonia como la 
resultante de la multiplicacion de una celula bacteriana y de ahi que se considere 
una colonia como una poblacion de descendencia unicelular. 

Todos los estudios morfologicos y fisiologicos de una especie determinada deben 
realizarse basandose en el uso de estos cultivos puros, de otra forma los resultados 
obtenidos no tendrfan ningun valor y producirfan confusiones y desorientaciones 
taxonomic as. 

Para clasificar una bacteria es necesario estudiar todas sus caracterfsticas, tanto 
morfologicas como fisiologicas y con el fin de ordenar esta identificacion, la 
Sociedad de Bacteriologos Americanos ha confeccionado una gma descriptiva en 
la cual se indican todos los estudios que son necesarios realizar para clasificar una 
bacteria. Esta guia esta dividida en varias partes, que corresponden a la marcha que 
debe seguirse al estudiar las caracterfsticas fundamentals necesarias para la 
clasificacion de una especie bacteriana. 


GUIA DESCRIPTIVA 


la Parte. Estudio morfoldgico 

Comprende la determinacion de formas, dimensiones, movilidad, formacion de 
endosporas, presencia de formas irregulares, etc., especificando, ademas, en que 
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medio se ha cultivado y la reaccion o pH del mismo, la temperatura de incubacion 
y la edad del cultivo al hacer las observaciones anotadas. 

Description de las caractensticas de cultivo en los medios siguientes: 

1. Colonia en agar en caja de Petri. 

2. Colonia en gelatina en caja de Petri. 

3. Desarrollo de la estrfa en agar en cuna. 

4. Desarrollo en caldo nutritivo. 

5. Desarrollo en gelatina, en puncion. 


2a Parte. Estuclio fisioldgico 

Se refiere a las caractensticas fisiologicas correspondientes a las acciones 
funcionales sobre las sustancias que utilizan en su metabolismo las cuales estan 
mtimamente ligadas a la celula bacteriana; lo mismo que su relacion biologica con 
el hombre, los animales y las plantas y la propiedad de fermentar los diferentes 
azucares. 

3a Parte. Pruebas complementarias 

Corresponde a las reacciones organicas en animales de laboratorio a fin de 
determinar si el microorganismo tiene propiedades patogenas para el hombre y los 
animales, mediante inoculaciones subcutanea, intraperitoneal, endovenosa, accion 
antigenica y otras reacciones biologicas. 

A fin de comparar especies entre si se ha confeccionado una gufa breve, por medio 
de la cual y mediante numeros anotados al margen, pueden hacerse comparaciones 
rapidas. 

Se conoce, ademas, una planilla simplificada, elaborada por el comite de tecnica 
bacteriologica de la Sociedad de Bacteriologos Americanos para fines docentes o 
de ejercitacion estudiantil. 

Cultivos puros 

Si no se esta completamente seguro al iniciar la identificacion de una especie 
bacteriana de la pureza del cultivo, es indispensable realizar los llamados cultivos 
de purification. Los metodos generales de aislamiento dan una cierta seguridad de 
pureza en una poblacion microbiana, pero no se tiene la garantia de su procedencia 
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unicelular, especialmente cuando se trata de colonias puntiformes, diffciles de 
aislar por su tamano, al estado puro. 

A fin de evitar perdidas de tiempo y material, se recomienda siempre efectuar 
cultivos monocito geneticos o de lo contrario hacer siembras sucesivas de una 
misma colonia en caja de Petri, hasta estar absolutamente seguros de la pureza del 
material a estudiar. 


Purificaciones de cultivos puros 

Cuando se tiene duda o se trata de cultivos impuros se procede previamente a 
purificarlos y el metodo mas seguro y recomendable es la purificacion de colonia a 
colonia, en caja de Petri. Para esto se marca una colonia, la cual se suspende en un 
tubo con agua esteril, tomando material con ansa o capilar de vidrio; con esta 
suspension se siembra una caja de Petri en estrfas y se puede hacer una o dos cajas 
mas sin tomar nuevo material, de tal modo de poder conseguir colonias 
perfectamente separadas unas de otras. Esta operacion se puede repetir nuevamente 
con una o varias colonias que apareceran en estas cajas de tal manera que no haya 
ninguna duda sobre la pureza del material aislado. 

Es imprescindible tener en cuenta que todos estos procesos de laboratorio 
relacionados con las siembras y aislamientos de microorganismos deben realizarse 
siempre con el maximo de cuidado y asepsia, ya que es muy facil, durante estas 
operaciones, infectar los cultivos, especialmente cuando los trabajos se realizan en 
laboratorios grandes, con mucho movimiento de personas, que producen corrientes 
continuas de aire. Lo ideal en bacteriologia es el trabajo en laboratorios pequenos, 
personales, evitando las corrientes de aire y las puertas y ventanas abiertas. 

Metodo de las diluciones. Se licuan tres tubos de agar nutritivo y se enfrfan a 
50 °C. Una ansa cargada con material se siembra en el primer tubo y se agita bien, 
haciendolos rodar entre las palmas de las manos. Una ansa con material de este 
tubo se siembra de la misma manera al segundo y luego de mezclar bien, una ansa 
de este segundo tubo se siembra al tercero. De esta manera se ha hecho una 
dilucion del material inicial. Cada uno de estos tubos se vuelca en una caja de Petri 
esteril y despues de solidificar se incuban a 37 °C. En la primera y segunda caja 
apareceran muchas colonias, pero generalmente en la tercera las 
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Fig. N° 49. Purificacion de un cultivo impuro por 
diluciones sucesivas: 1) Cultivo en caldo; 2) Tubo de 
agar licuado y entibiado a 50° C y sembrado con una 
ansa del anterior; 3) y 4) Misma operacion; 5), 6) y 
7) Desarrollo en cajas de Petri; 8) y 9) Aislamiento 
de colonias puras en agar inclinado 


colonias seran mucho mas escasas y bien separadas unas de otras. Con este metodo 
se tiene la ventaja de que muchas colonias desarrollan en profundidad, las cuales 
son facilmente reconocidas por su aspecto lenticular, permitiendo que las colonias 
desarrolladas en superficie sean mas escasas y mas separadas. Con la ansa flameada 
o con un capilar de vidrio se toma material de una colonia bien aislada y se siembra 
en tubo de agar inclinada para iniciar su estudio y clasificacion. 


MARCHA AB RE VI AD A PARA EL ESTUDIO DE 

ESPECIES BACTERIANAS. 

SEGUN LA PLANILLA BACTERIOLOGICA 

Caractensticas morfoldgicas 


1. Siembra en caldo nutritivo y agar cuna. 

2 Descripcion de la celula vegetativa en caldo y agar; observacion de 
movilidad; esporulacion a las 72 horas; formas irregulares; tamanos, etc. 
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3. Del cultivo en agar cuna, siembra en agar y gelatina en caja de Petri, siembra 
en caldo, gelatina en puncion y en otros medios especificos para pruebas 
adicionales como rojo de metilo, Voges-Proskauer, hidrolisis del almidon, 
leche tornasolada, papa, etc. 

4. Descripcion a las 24-48 horas de los cultivos en agar, gelatina, agar cuna, 

caldo, puncion en gelatina. Del cultivo del agar cuna se hace una 
preparacion para Gram y del caldo una coloracion de cilias (a las 15-20 
horas de sembrado). 


Caracteristicas fisioldgicas 

5. Siembras en medios para fermentaciones de azucares, produccion de indol, 

reduccion de nitratos, formacion de hidrogeno sulfurado, 
comportamiento con el oxfgeno, influencia de la temperatura, accion en 
la leche, reduccion del tornasol y otras caracteristicas fisiologicas. 

6. Si se trata de una especie patogena, se efectuan los estudios 

complementarios; patogenicidad en animales mediante inoculaciones de 
cultivos enteros, celulas o filtrados: accion antigenica. 

7. Reunion de todas las caracteristicas anotadas e identificacion de la especie 

de acuerdo con la clave de Bergey. 


ESTUDIO MORFOLOGICO 


Celula vegetativa 

Es la celula joven que se diferencia de la forma endosporica porque se encuentra en 
actividad reproductiva. La morfologia puede estudiarse en cada uno de los medios 
de cultivo empleados, siguiendo los metodos de gota colgante, metodo Lindner, 
cultivo de adhesion, camara humeda; especificando ademas la temperatura de 
incubacion, reaccion del medio y edad del cultivo. 
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Fig. N° 50. Representacion grafica de la marcha a seguir en el estudio e identificacion de especies 
bacterianas, de acuerdo con la planilla bacteriologica. 1 ) Colonia pura; 2) Siembra en caldo; 3) Siembra 
en agar inclinado: 1) Movilidad; 5) Coloracion de cilias; 6) Coloracion de Gram; 7) Esporulacion; 8) 
Siembra en agar; 9) Siembra en gelatina; 10) Repique en agar cuna; 11) Siembra en caldo; 12) Siembra 
en puncion en gelatina; 13) Indol; 14) Reduccion de nitratos; 15) Fermentacion de H. de C. 16) Relacion 
con el oxigeno; 17) Formacion de hidrogeno sulfurado; 18) Accion sobre la leche; 19) Relacion con la 
temperatura; 20) Otras reacciones especificas; 21) Patogenicidad y accion antigenica. 
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3) Elevacion de la colonia: Diferencias de nivel entre la superficie del 
medio y perceptible entre la superficie del medio y de la colonia. 

Difusa: Sin diferencia de nivel o de li mi te indefinido, apenas 
— perceptible entre la superficie del medio y de la colonia. 

Ligeramente convexa : De limite definido. 





Elevada : Superficie de la colonia paralela al medio de cultivo 
y en un piano visiblemente superior. 

Convexa: La superficie es curva y puede presentarse rugosa o 
papilada. 

Marcadamente convexa: La colonia tiene el aspecto de una 
gota de agua, en forma globulosa. 

Elevada en el centro: El centro de la colonia presenta una 
segunda elevacion sobre la superficie de la colonia. 


Umbilicada: Presenta una depresion en el centro en forma de 
crater; los bordes de la colonia son elevados y concavos. 


4) Borde de la colonia. Representa el limite o margen de la colonia. 



Entero: Continuo en toda su extension, sin 

irregularidades. 

Ondulado: Formando curvas onduladas y regulares poco 
profundas. 

Lobulado: Las curvas son mas numerosas e irregulares y 
penetran mas profundamente en la colonia. 

Erosionado: Aserrado en forma irregular. 

Enrulado: Cadenas paralelas formando verdaderos rulos. 

Filamentoso: El borde se presenta en forma micelial. 
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5) Estructura interna. Examen microscopico de la colonia con poco 
aumento. 


Transparente: La luz se observa a traves de la colonia. 
Opaca: No deja pasar la luz. 

Finamente granulada: Los granulos observados son finos y 
distribuidos en todo el interior de la colonia. 

Toscamente granulada: Los granulos son mas grandes que 
los anteriores. 

Enrulada: Lormada por largos filamentos en forma de 
ondas o rulos. 

Filamentosa Concentrica: Representada por largas cadenas 
paralelas en forma de micelio. 

Concetrica: Lormando dibujos concentricos. 



6) Licuacion de la gelatina. Las colonias licuantes se conocen por el aspecto 
que presenta la gelatina (refraccion de la luz) y por la depresion superficial 
dando forma de copa, plato o simplemente extendiendose en la superficie del 
medio. 


Descripcion del cultivo en estria en agar cuna 


Se anota el tipo de desarrollo que puede ser: nulo, escaso, abundante y la 
temperatura de incubacion. 





Fig. N° 51. Formas de desarrollo en cultivos en 
agar cuna. 1) Filiforme; 2) Equinulado; 3) En 
colonias separadas; 4) Difuso; 5) Plumoso; 6) 
Arborescente; 7) Rizoide 
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1) Forma del desarrollo: 

2) Lustre, que presenta la superficie del medio que puede ser: brillante u opaca. 

3) Cromogenesis, cuando producen colores rozado, violeta, azul, verde, 
amarillo, anaranjado, rojo, castano, negro, en su desarrollo, se dice que son 

cromogenos. Son fotogenicos cuando producen luz y se dicen 
fluorescentes cuando dan distintos matices de luz debido a cambios en su 
longitud de onda. 

4) Consistencia; se refiere al aspecto que presenta el desarrollo en su textura ya 
sea mantecosa, membranosa, dura, adherente al medio, coherente (dificil de 
romper), quebradiza, viscosa. 

5) Coloracion del medio de cultivo; el medio puede ser tenido debido al 
desarrollo gris, marron, rojizo, azulado, verdoso o de lo contrario permanecer 
invariable. 


Descripcion del cultivo en caldo nutritivo 

1) Desarrollo superficial Cuando son germenes aerobios desarrollan en la 
superficie del medio y pueden presentar algunas de las caracterfsticas 
siguientes: 

Formacion de anillo. Este anillo puede ser de tamano variado, a veces se 
adhiere a la pared del tubo. Puede ser de consistencia variada: pelicula 
tenue, gruesa, membranosa; presentando aspectos diversos, seco, 
humedo, etc. 

Formacion de pelicula o velo. Que puede ser de consistencia diferente, 
grueso o fino; liso o rugoso;’ humedo o seco; que asciende por el vidrio 
del tubo, que se mantiene en la superficie o cae al fondo al agitar. 

Formacion de precipitado floculoso. Al agitar el tubo el precipitado 
desciende formando largos floculos hasta el fondo del tubo. 

Formacion de pelicula membranosa. Formada por una membrana mas 
gruesa que la forma pelicular o velo del tipo micoderma. 

Desarrollo superficial ausente. Cuando se trata de bacterias microaerofilas 
o anaerobias absolutas no se observa ningun desarrollo superficial, general- 
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mente se observa turbiedad del medio y en la parte inferior. 

Cuando se trata de bacterias aerobias la turbiedad sera superficial y el fondo 
se presentara transparente. 

2) Turbiedad del medio nutritivo. Muchas bacterias desarrollan produciendo 
enturbiamiento del medio debido a la suspension celular abundante en el 
lfquido. Esta turbiedad tiene distintos grados y se la clasifica segun su 
mayor o menor intensidad de la manera siguiente: leve, moderada, fuerte 
y por su duration es transitoria y persistente. 

3) Formacion de sedimento. Muchos cultivos presentan sedimento y su 
aspecto es variable, habiendose clasificado segun este, en sedimento 
compacto, floculoso, granular, escamoso y viscoso. 

4) Cantidad de sedimento formado. La cantidad se clasifica en nulo, escaso y 
abundante. 

Descripcion del desarrollo en puncion 

en gelatina nutritiva 

1) Desarrollo en la linea de puncion. Por el aspecto que presenta la siembra 
en puncion se conocen distintos desarrollos que se han clasificado de la 
manera siguiente: 


Fig. N° 52 Puncion en gelatina: 
1) Filiforme; 2) Erosionado; 3) 
Papilada; 4) Vellosa; 5) 
Arborescente 







2) Formas de licuacidn. La propiedad de licuefaccion o digestion de las 
protemas es importante y sirve para la diferenciacion de especies entre si. 
En las especies licuantes se pueden clasificar por la rapidez de esta action. 
Esta propiedad varfa en una misma especie por causas diversas como ser, 
temperatura, edad del cultivo, concentration del medio, reaction, etc. 
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preparado microscopico, ya que hay especies bacterianas que no producen ningun 
cambio visible; en estos casos se hacen preparados entre porta y cubreobjetos o 
preparados tenidos. Si no se observan microorganismos, el desarrollo es 
considerado nulo. 

Reaction de la leche. Se prueba con papel de tornasol; si es acida y no 
presenta coagulacion se debe calentar para comprobar si la acidez es suficiente o no 
para coagular en frfo. Se debe tener en cuenta que muchas veces la coagulacion se 
produce en medio neutro o alcalino, por accion diastasica de ciertas especies 
bacterianas, llamada coagulacion “dulce” por Gorini. En este caso, a pesar de que 
la leche no presenta una reaccion acida, se coagula a causa de la formacion del 
“fermento lab” o cuajo, formado por ciertas especies bacterianas. 

Tipo de coagulo. Se debe tener en cuenta el numero de horas o dias 
necesarios para coagular, ya sea en frfo o en caliente, anotandose las caracterfsticas 
de acuerdo con la siguiente clasificacion: coagulo muy blando, coagulo blando, 
coagulo firme, coagulo homogeneo, coagulo grumoso. Muchas veces, despues de 
un tiempo, se produce una redisolucion del coagulo formado. 

Sepa ration de suero. Generalmente al producirse la coagulacion, el coagulo 
se contrae y hay separacion de suero; en este caso debe anotarse, especificando 
ademas la cantidad (abundante, regular, escaso). Cuando se produce coagulacion 
sin desprendimiento de suero, que es la caracterfstica de los fermentos lacticos 
verdaderos de Osla-Jensen, se especifica tambien. 

Formation de gas. Algunas veces, la coagulacion se produce acompanada de 
formacion de gas, como es el caso de los seudofermentos lacticos del grupo coli- 
aerogenes, que tiene la particularidad de fermentar lactosa con produccion de 
anhidrido carbonico. 

2) CULTIVO EN PAPA NATURAL. Utilizado especialmente para bacterias que 
tienen propiedades cromogenas. Se lo emplea tambien como medio diferencial en 
el caso del Mycobacterium tuberculosis entre el tipo humano y bovino. 

CARACTERiSTICAS FISIOLOGICAS 

Ademas de las caracterfsticas morfologicas, es necesario recurrir, para una buena 
diferenciacion de especies, a las caracterfsticas fisiologicas, que muchas veces 
permiten separar con mas seguridad especies muy parecidas morfologicamente. 
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Las caracterfsticas siguientes son, por lo general, mas recomendables. 

Temperatura 

Se trata de determinar la temperatura optima, maxima y minima de desarrollo. Las 
temperaturas a ensayar son: 20-25 °C; 35-40 °C; 45-50 °C. Tratandose de bacterias 
mesofilas pueden ensayarse temperaturas entre 25 a 37 °C y para termofilas entre 
40-55 °C. Tambien es interesante establecer las temperaturas de muerte, tomando 
como base 10 minutos de duracion, o establecerlas de acuerdo con temperaturas y 
tiempos determinados. 


Cromogenesis 

Una especie es considerada cromogena cuando es capaz de formar colonias tenidas 
al desarrollar en agar o gelatina. Ciertas bacterias producen coloraciones del medio 
nutritivo, especialmente cuando desarrollan en papa natural, pero no debe 
confundirse con esta propiedad. Generalmente se ven coloraciones rosada, violeta, 
azul, verde, amarillo, anaranjado, rojo, marron y negro. 


influencia del pH o reaction del medio 
nutritivo 

La reaccion del medio tiene mucha influencia en el desarrollo y crecimiento de los 
microbios; en realidad, podemos decir que el pH es un factor regulador de la vida, 
no solo de los microbios, sino de los organismos en general. Segun la planilla 
bacteriologica, se debe especificar el pH optimo y limites de desarrollo. 


Relation con el oxigeno libre 

Segun su comportamiento con el oxigeno libre, las bacterias se han dividido en dos 
grandes grupos: Aerobias y anaerobias absolutas o facultativas. Si la especie en 
estudio ha sido aislada en agar en caja de Petri, se trata de un representante aerobio 
o de un anaerobio facultativo. 

Un metodo muy practico es sembrar material en un tubo de agar nutritivo; 
previamente licuado y entibiado a 45 °C, se mezcla bien para distribuir la siembra 
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lo mas uniforme posible en el agar y despues de solidificado se incuba por 24-48 
horas a 37 °C. Si aparecen colonias unicamente en la parte superior o cercana a la 
superficie, se trata de un aerobio absoluto; si las colonias aparecen en la parte 
inferior, es un anaerobio absoluto; si hay desarrollo en todo el medio, es un 
facultativo. Se conoce otro grupo llamado micro-aerdfilas, que toleran pequenas 
cantidades de oxigeno y se las encuentra desarrollando en la parte central del medio 
y cerca de la superficie del mismo. 


Comportamiento en leche natural 
y tornasolada 

La leche recien ordenada es ligeramente acida, pero hay un grupo de bacterias, los 
fermentos lacticos, que siempre se encuentran en la leche y fermentan lactosa, 
dando acido lactico. Para determinar esta acidificacion, se usa la leche con 
agregado de un indicador, que es el tornasol, el cual, ademas de virar en medio 
acido, puede reducirse a su leuco forma incolora. Esta propiedad es utilizada en la 
reaccion de la reductasa, diastasa, que reduce al tornasol a su base incolora. 


Produccion de fermento lab en leche 

Metodo Gorini (1932). Consiste en sembrar en agar nutritivo inclinado en estrfa. 
Despues de obtener un buen desarrollo se cubre la superficie del medio con leche 
tindalizada y que no haya alterado su color. Con la ansa flameada se suspende la 
mayor cantidad posible del cultivo en la leche y despues de incubar un tiempo, se 
observa si aparece coagulacion. El cuajo es un producto diastasico, elaborado por 
ciertas bacterias, capaz de producir la coagulacion dulce de la leche. Se puede 
emplear tambien el metodo de Conn (1922). 


Produccion de indol 

Algunas bacterias, especialmente las correspondientes al coli tipico, forman indol 
por desaminacion y decarboxilacion del triptofano, que es un compuesto 
bencenico-pirrolico. Esta propiedad es especffica de ciertos microorganismos, pero 
para comprobarla es necesario que el medio utilizado contenga triptofano o que la 
peptona que se emplee en el medio nutritivo lo contenga. Se aconseja para obtener 
buenos resultados el uso de la caseina digerida. 
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Para determinar indol se utiliza el reactivo de Kovacs, cuya formula es la siguiente: 
Solution A: 

Para-dimetil-amino-benzoaldehido 5 g 

Alcohol amflico 75 ml 

Solution B: 

HC1 concentrado 25 ml 

Disolver en caliente la solucion A y agregarle en frfo la solucion B poco a poco. 

Procedimiento. A1 tubo con el cultivo de 24 horas se le agregan unas gotas del 
reactivo y se inclina suavemente, tratando de mezclar bien. Si hay indol se forma 
en la parte superior un anillo rojizo intenso, causado por el alcohol amflico, que se 
deposita en la superficie del medio. 

Metodo Gore (Modificado por Ehrlich). En el tapon del tubo y por la parte inferior 
se agregan 4 a 6 gotas de persulfato y 4 a 6 gotas de para-dimetil-amino- 
benzaldehido; se introduce luego el tapon lo mas cerca posible de la superficie del 
medio y luego se lo coloca en agua hirviendo. Una coloracion rosada del tapon es 
indicio de indol. 

Production de hidrogeno sulfurado 

Algunas especies de bacterias, especialmente anaerobias, tienen la propiedad de 
producir hidrogeno sulfurado, descomponiendo sustancias proteicas o reduciendo 
sulfatos; hay, ademas, un grupo de bacterias termofilas que producen H 2 0, las 
cuales se encuentran generalmente en ciertos alimentos como azucar, por ejemplo. 

Se conocen dos procedimientos utilizados para esta determinacion: 
incorporando sales metalicas al medio de cultivo (plomo, hierro) o usando tirillas 
de papel de filtro impregnadas de estas sales metalicas. El primer metodo es 
objetado, pues estas sales disueltas en el medio de cultivo pueden producir 
inhibicion de desarrollo por su accion toxica sobre el microorganismo. Morse y 
Weaver (1947) aconsejan usar como un procedimiento rapido tubos pequenos 
conteniendo 0,8 ml de una solucion precalentada a 37 °C en bano Maria de 
“thiopentone” al 2%, inoculando con cultivos de 6 horas y usando tirillas de papel 
con acetato de plomo. Despues de 30-4 5 minutos de incubacion obtiene los 
resultados. 
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Metodos utilizados 


1) Metodo Kliger. Se agregan a 5 ml de agar nutritivo 2,5 ml de una solucion de 
glucosa al 0,04 % y 2,5 ml de una solucion acuosa de acetato de plomo al 0,2 % 
esteriles. 

2) Metodo Wilson. En lugar de acetato de plomo se usa una solucion esteril de 
cloruro ferrico. 

3) Metodo Werkman (1927). Utilizado para determinar bacterias termofilas en 
azucares productores de acido sulfhidrico. El medio que utiliza es agua de levadura 
azucarada con agregado de sulfato de sodio, al cual, antes de esterilizar, se le 
introduce un clavo (preferible nuevo). Al esterilizar, un poco de hierro del clavo se 
disuelve en el medio y al desarrollar las bacterias termofilas forman el sulfuro co- 
rrespondiente. 

La formacion de hidrogeno sulfurado se pone de manifiesto en todos estos metodos 
por el ennegrecimiento del medio, al producirse los sulfuros metalicos 
correspondientes. 

4) Otro metodo desarrollado por Zo Bell y Feltham, consiste en agregar tirillas de 
papel esteril impregnadas con acetato de plomo, suspendidas dentro del tubo y sin 
tocar el medio, sostenidas por el tapon de algodon; en presencia de E1 2 S se 
ennegrecen. 


Accion sobre los nitratos 

Se comprueba sembrando en un medio nitratado; la desaparicion de nitratos, 
acompanada por la presencia de nitritos, amomaco o nitrogeno libre significa 
reduccion de nitratos. Un medio de cultivo practico es el caldo nutritivo, al cual se 
le adiciona 0,1% de N0 3 K. 

Metodo. Se hace la siembra del material en caldo nitratado y a las 24-48 horas de 
incubacion se determina la presencia de nitritos o amomaco. 

Reactivo utilizado. Peter Griss, modificado por Ilosva von Ilosva. 
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Solution 1: 


s 

Acido sulfanilico 

8 

g 

/ 

Acido acetico 

30 

ml 

Agua destilada 

100 

ml 

Solution II: 

Alfa-naftil-amina 

0,5 

g 

/ 

Acido acetico 

30 

g 

Agua destilada 

100 

ml 


Procedimiento. Agregar igual cantidad de gotas de solution 1 y II 
cultivo; una coloration roja intensa indica presencia de nitritos. En 
nitritos debe demostrarse la ausencia de nitratos con di fenilamina 
sulfurica. 


al tubo con 
ausencia de 
en solution 


Para este ensayo se utiliza el agar de extracto de came con agregado de 0,2 g de 
almidon soluble; se vuelca el medio en una caja de Petri esteril y una vez 
solidificado se hace una estrfa central. Se incuba a 37 °C durante tres dfas, al cabo 
de cuyo tiempo se vuelca sobre la superficie del desarrollo tina solution alcoholica 
al 50 % saturada de iodo. Si hay hidrolisis, se formara alrededor del desarrollo una 
zona tiara, cuyo tamano indicara la intensidad de ataque del almidon. 


Prueba de Voges-Pros kauer ( V. P. ) 


Esta reaction es utilizada para determinar la propiedad de formar acetil-metil- 
carbinol al fermentar un azucar. 


Medio de cultivo empleado. 

Peptona 

Glucosa 

Fosfato dipotasico 
Agua destilada 


5 

5 

5 

1 



Distribuir en tubos, 5 ml en cada uno y esterilizar a 110 °C media hora. 
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Metodo. A un tubo con desarrollo de 2 a 7 dfas, agregar un volumen igual de 
(OH)K al 10% y se coloca a 37 °C por 24 horas. La aparicion de un tinte rosado 
indica la presencia de acetil-metil-carbinol. Para acelerar esta reaccion se 
recomienda agregar a la solucion alcalina una solucion cupro-amoniacal. 

Hidrato de potasio (solucion al 10 %) 960 ml 

Sulfato de cobre (1 gramo en 40 ml 

de hidroxido de amonio) 40 ml 


a los 20 minutos de agregado al medio aparece la coloracion rosada. 


El Standard Methods (1946), da el siguiente metodo: a 1 ml de cultivo de 2 a 7 dfas 
se le agrega 0,6 ml de alfa-naftol, solucion alcoholica (alcohol absoluto) al 5 % y 
0,2 ml de HOK al 40 %. Agitar cinco segundos despues de agregar cada uno de los 
reactivos. La aparicion de un color rojo o rubi despues de dos a cuatro horas indica 
reaccion de y. P. positiva. 

CH 3 

C6H12O6 => c = o 

glucosa CH OH 

CH 3 


acetil-metil-carbinol. 


Prueba del rojo de metilo (R.M.) 

Mediante esta reaccion puede determinarse la cantidad de acidez formada por la 
especie en estudio. Para eso se utiliza el mismo medio de cultivo anterior y a los 
dos o tres dfas de incubacion, despues de sembrado, se agrega al medio unas gotas 
de rojo de metilo (solucion alcoholica al 0,03500). Una coloracion rojiza indica que 
el pH del medio esta entre 4,5-5,0 y una amarilla a pH 6,0. La coloracion roja 
indica prueba positiva y la amarilla prueba negativa. 

Reduccion del azul de metileno 

Esta prueba puede realizarse con cualquier otro indicador. A un cultivo de 24 horas 
incubado a 37 °C se agrega unas gotas de una solucion acuosa de azul de metileno 
al 1% y se incuba luego a 37 °C por 24 horas. Si hay decoloracion completa, la 
prueba es positiva y si no hay decoloracion, la reduccion es negativa. Una 
coloracion verde indica reaccion debilmente positiva. 
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Titulacion del C0 2 fonnado 

En un tubo de los usados para papa (tubo de Roux) se colocan 20 ml de hidroxido 
de bario decinormal, recien preparado y luego se le introduce el tubo recien 
sembrado (10 ml de medio de cultivo), de tal manera que no toque el agua de 
barita. Se tapa con corcho y se cubre con lacre. Despues de dos semanas, se titula el 
hidroxido de bario con acido sulfurico decinormal usando fenolftaleina. 

1 ml de (OH) 2 BA N/ i0 equivale a 2,2 mg de C0 2 


Fermentation de hidratos de carbono 

En estudios de rutina, generalmente se ensayan los azucares mas importantes, como 
glucosa, sacarosa, lactosa y los alcoholes manitol y glicerol, pero para estudios 
especiales la planilla bacteriologica contiene 30 hidratos de carbono entre azucares, 
alcoholes y glucosidos. 


Medios de cultivo basicos para fermentaciones 
de H. de C. 

La eleccion del medio depende de la especie con que se esta trabajando; por lo 
general, el caldo o agar nutritivo son los mas usados. Para medios liquidos se usa el 
tubo de Durham; en medio solido se emplea el agar semiinclinado, sembrandose 
parte en puncion y parte en estrfa. 

Para determinacion de la fermentacion, se usan indicadores que se incorporan al 
medio de cultivo; el mas empleado es el bromo-cresol-purpura, pero el bromo- 
cresol-verde y el bromo-fenol-azul, son mas indicados para los organismos 
productores de mucha acidez. Es conveniente, cuando se trabaja con especies 
nuevas, probarlos primero con bromo-cresol-purpura y los que muestren reaccion 
mas positiva, volverlos a sembrar con bromo-cresol-verde y, por ultimo, los mas 
significativos, sembrarlos con bromo-fenol-azul. 

Para indicar reaccion positiva se ha adoptado marcar con cruces: 
una, dos, t es y cuatro cruces, de acuerdo con la intensidad de color del indicador: 
el signo cero indica que no hay cambio en la reaccion. Como ciertos azucares se 
hidrolizan o se descomponen cuando son esterilizados en el autoclave, es 
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conveniente esterilizar los azucares a ensayar en soluciones acuosas al 10 % si es 
posible, mediante bujfas esterilizantes o por tindalizacion en ampolletas de 10 ml. 
La concentracion utilizada en los medios de cultivo puede ser de 0,5 a 1%. 


Election de medios basicos 

El caldo nutritivo peptonado no da buenos resultados para ciertos grupos de 
bacterias, especialmente las que desarrollan mal en medios con escasa materia 
organica, por lo cual se hace necesario emplear otros medios de cultivo. El extracto 
de levadura da muy buen resultado para fermentos lacticos, estreptococos, bacterias 
formadoras de acido propionico, etc. Cuando se trabaja con microorganismos 
microaerofilos es recomendable el agar blando (0,2%). Se usa tambien con buenos 
resultados el medio con fosfato de amonio. 


P 04 H 2 NH 4 

1,0 

g 

KC1 

0,2 

g 

S0 4 Mg + 7 H 2 0 

0,2 

g 

Agua destilada 

1 

litro 

Se arregla a pH 7 con hidroxido 

de sodio y se le agrega 

el azucar deseado al 1 %. 

Agua de peptona. Es un buen 
para los germenes proteoliticos. 

medio basico para fermentaciones, especialmente 

Peptona 

5 

g 

Cloruro de sodio 

5 

g 

Agua destilada 

1 

litro 

Indicador de Andrade 

10 

ml 


ajustar el pH a 7,2-7,4 

Se reparte el medio en tubos Durham y se esterilizan; se agrega luego el azucar a 
ensayar (1 ml de una solucion esteril al 10%) y se siembran. Se determina de esta 
manera acidez y formacion de gas. 


Indicador de Andrade 


Fucsina acida 


0,25 g 
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Hidrato de sodio N/i 16 ml 

Agua destilada 1 litro 

Se disuelve la fucsina en el agua, se le agrega el alcali mezclando bien, se deja 
reposar 1 a 2 horas y se filtra. Se usa al 1% en medios lfquidos y al 3 % en medios 
solidos. 

Action patogena y antigenica 

Cuando se estudian germenes patogenos es necesario estudiar ademas el 
comportamiento en animales de laboratorio, mediante inoculaciones, ya sea del 
cultivo, de celulas solamente o de filtrados del mismo, especificando si es por via 
subcutanea, intraperitoneal, endovenosa u oral. Este estudio se complementa con la 
propiedad antigenica de la especie en cuestion, especialmente la propiedad de 
formar en el organismo inoculado citolicinas, aglutininas, precipitinas, antitoxinas, 
etc. 

Conservation de microbios. Un metodo que permite conservar durante algun 
tiempo los cultivos sin necesidad de repicarlos, es usando aceite de parafina en 
tubos con agar en cuna. 

La tecnica consiste en sembrar previamente el medio y una vez que se ha obtenido 
desarrollo, se llena con parafina esteril (esterilizada en homo a 1800 C una hora). 
Mediante esta tecnica, muchas especies de hongos filamentosos y levaduras pueden 
sobrevivir por mas de dos anos; en cambio, las bacterias hay que repicarlas cada 
seis a siete meses. 
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17. - NOCIONES DE GENETICA MICROBIANA 

BACTERIAS 


Las bacterias se multiplican y dan descendencia semejante, tal como hacen los 
organismos superiores. Una bacteria se divide, dando origen a nuevos individuos 
con todas las caracterfsticas de la celula paterna. 

La descendencia, en los organismos pluricelulados, esta regida por leyes 
geneticas y estos fenomenos geneticos tienen lugar en una estructura celular, 
visible y diferenciable del citoplasma. Esta estructura denomidada nucleo actua 
como depositario y transmisor de los caracteres paternos a la progenie. Estos 
fenomenos han sido observados y ampliamente estudiados en los individuos 
organizados, pero estos mismos hechos, que posiblemente tengan lugar tambien 
en las bacterias, no se conocen sino en forma rudimentaria y por deducciones 
comparativas con hechos bien conocidos en otros seres vivos. Las bacterias son 
microorganismos unicelulares, sumamente pequenos a tal extremo que resulta 
imposible con los medios comunes diferenciar su estructura interna; para 
lograrlo hay que recurrir a la tincion de todo el cuerpo celular. 

A pesar de esto, en ciertas bacterias no se ha podido observar una estructura 
nuclear ni aun mediante el empleo de colorantes especificos; en otras, ha sido 
claramente diferenciado, especialmente con la ayuda del microscopio 
electronico, la cual hace pensar que tambien los fenomenos hereditarios en estos 
microorganismos inferiores estan regidos por leyes geneticas, produciendose en 
ellos los fenomenos de mitosis, meiosis, provistos, por lo tanto, de cromosomas 
y genes, ya guia sus caracteres permanecen constantes de generacion a 
generacion. 

Aunque este razonamiento es en base a suposiciones y no prueba que el 
mecanismo nuclear sea parecido o igual al de los organismos bien conocidos 
geneticamente, sin embargo, se producen en las bacterias evidentes 
desequilibrios geneticos, iguales a los de los organismos superiores, lo cual 
permite suponer la existencia de una posible estructura cromosomica. 
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Caracteres hereditarios 

Los seres vivientes presentan siempre caracterfsticas parecidas a sus 
ascendientes, pero esta ley no es estricta y muchas veces se observan diferencias 
individuales producidas por excitaciones o estfmulos externos del medio 
ambiente. 

El nucleo, en los organismos superiores, muestra una organization estructural 
llamada cromosoma debido a su capacidad de colorarse con los colorantes 
basicos y cuya composition qufmica es la resultante de la combination del acido 
desoxirribonucleico con protema (desoxirribonucleoproteina). Estos 
cromosomas estan compuestos por unidades, ordenados en lfneas, llamados 
genes, los cuales representan y llevan potencialmente los caracteres hereditarios 
del individuo. El numero de estos cromosomas permanece constante y es una 
caracterfstica de la especie. El hombre tiene veinticuatro pares en cada nucleo, 
que se diferencian entre si por su morfologfa y tamano; Drosophila 
meganogaster cuatro pares; algunos gusanos poseen un solo par, etc. 

Cuando se produce la division asexual en las bacterias, cada cromosoma y, por 
lo tanto, cada gen, se duplica, formandose dos celulas hijas con la misma 
cantidad de cromosomas que la paterna. Este fenomeno se llama mitosis. 

Sin embargo, estos caracteres que se heredan a traves de los genes portadores de 
los mismos, pueden modificarse por la influencia del medio, produciendo 
individuos que, a pesar de tener la misma estructura cromosomica, genotipos 
iguales, dan individuos con caracterfsticas morfologicas diferentes, distintos 
fenotipos. Muchas especies bacterianas presentan, despues de ser cultivadas en 
medios artificiales, nuevos caracteres, los cuales la diferencian netamente de sus 
progenitores debido a un desequilibrio sufrido en su estructura cromosomica, 
causado por influencias extranas o del medio. 

Las propiedades fisiologicas como: fermentation de azucares, formacion de 
sustancias determinadas, production de acidos organicos, formacion de toxinas, 
etc., asf como ciertos caracteres morfologicos; formacion de capsulas, flagelos, 
etc., son debido a la presencia de genes especfficos, los cuales transmiten estos 
caracteres a la progenie. A1 parecer, todo este mecanismo biologico es identico 
al que se produce en los seres superiores, y es por esto por lo que la 
reproduction bacteriana se la considera tambien regida por un proceso de 
division igual a la de aquellos. 
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Caracteres bioldgicos 

Todas las caracterfsticas que se heredan y las que se adquieren por influencia del 
medio se van acumulando en la descendencia, formandose de esta manera un 
capital genetico que da a los individuos caracterfsticas definidas. Muchas de 
estas caracterfsticas permanecen en forma constante, sin sufrir modificaciones 
visibles y pueden ser utilizadas para identificar una especie. Estos caracteres 
constantes permit en agrupar individuos semej antes y diferenciar especies, 
variedades y razas, constituyendo el biotipo. 

Muchas de las conclusiones de orden genetico, obtenidas en los organismos 
superiores y tomadas como principios generales de las leyes hereditarias, pueden 
servir como base para el estudio de la genetica microbiana. Segun Braun, estas 
conclusiones pueden resumirse dc la siguiente manera: 

1. Los caracteres hereditarios transmitidos tanto en la multiplicacion sexual 
como asexual estan controlados por el fenomeno de la duplicacion de los 
elementos nucleares. 

2. Los elementos nucleares o genes transmiten los caracteres paternos, pero 
ciertas caracterfsticas pueden modificarse por influencia de agentes 
externos. 

3. Los caracteres adquiridos no son hereditarios y permanecen hasta que la 
influencia modificadora exterior persista. 

4. Un solo gen puede afectar varios caracteres hereditarios, pero tambien 
varios genes pueden intervenir sobre una caracterfstica particular del 
individuo. 

5. Pueden producirse cambios en los caracteres hereditarios o mutaciones 
debido a la inestabilidad de los genes. Algunos agentes externos pueden 
aumentar la frecuencia de estos fenomenos mutantes. Muchas mutaciones 
estan asociadas a desequilibrios o cambios en los genes transmisores. 


6. Existen en los organismos de reproduccion sexual ciertas leyes en la 
distribucion cromosomica y de sus genes entre la progenie, por lo cual se 
producen los fenomenos de linkage, segregacion y recombinacion de 
genes y de las caracterfsticas que ellos controlan. 

7. Las causas principals de las variaciones en los caracteres hereditarios 
pueden ser de origen genetico, motivado por la mutacion de uno de los 
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genes o inducidas por agentes externos, causando temporalmente una 
modification del genotipo. 


EVOLUCION DEL CONCEPTO 
GENETICO EN LAS BACTERIAS 

La interpretation de los fenomenos geneticos en los microbios es muy reciente, 
pues las variaciones, desde la epoca de Pasteur y de Koch, eran consideradas 
ajenas a las leyes hereditarias. Estas modificaciones, que fueron observadas en 
poblaciones microbianas y no en individuos, eran interpretadas como una 
adaptation a la influencia del medio, el cual provocaba modificaciones de todos 
o parte de los individuos que la compoman. Otros consideraban estas 
modificaciones como cambios inducidos por el medio ambiente, las cuales 
persistfan durante varias generaciones mientras dichos cambios ambientales 
existiesen. Algunos otros interpretaban estos cambios como ciclos vitales o 
estados dependientes de condiciones del medio. Solamente muy pocos 
consideraron estos fenomenos como cambios espontaneos, debido a mutaciones 
o a la selection de celulas geneticamente diferentes a las restantes. 

En realidad, el verdadero concepto genetico en microbiologfa fue arraigandose 
con los adelantos modernos y con el desarrollo de las nuevas tecnicas 
introducidas en la observation y cultivo de las bacterias. Estos conceptos, 
basados en los conocimientos de las leyes hereditarias, estudiadas y 
comprobadas experimentalmente en los organismos superiores, ha ganado 
terreno en esta disciplina debido al mayor conocimiento que se tiene de los 
microbios y a las posibilidades que existen actualmente de poder controlar los 
cambios, ya sean en uno o varios individuos o poblaciones de ellos, o de 
controlar el medio ambiente capaz de producirlos, o a los conocimientos que se 
tienen sobre agentes mutagenicos controlables, etc. Todos estos adelantos han 
permitido iniciar los primeros estudios en el campo genetico microbiano y estas 
investigaciones pueden llegar a aclarar muchos problemas, especialmente los 
relacionados con la salud del hombre. 

Bases de la genetica bacteriana 

Las bacterias tienen un mecanismo hereditario evidentemente parecido al de los 
organismos nucleados. Esta fue la impresion de los investigadores que se 
dedicaron al estudio de las leyes geneticas en estos microbios; sin embargo, la 
observation del nucleo en las bacterias ha sido un hecho muy reciente y se 
puede decir que el microscopio electronico ha permitido dilucidar las diversas 
hipotesis que se conotian al respecto. Dichas hipotesis pueden ser resumidas de 
la siguiente manera: 
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1. Las celulas bacterianas no son nucleadas. Hipotesis sostenida por Migula 
(1897) y Fisher (1903) al no observar en la celula bacteriana ninguna 
estructura diferenciable. 

2. El cuerpo bacteriano es un nucleo desnudo; sosteniendo de esta manera el 
concepto de que las bacterias representan la forma de vida mas primitiva. 

3. La sustancia nuclear se encuentra difundida en la celula bacteriana en 
forma de partfculas llamadas chronidias, que pueden o no ser observadas 
con el microscopio optico. Esta hipotesis es sostenida por Schaudinn, 
Guilliermond, Zettnow, Douglas y otros. 

4. La celula bacteriana posee un cuerpo central en el cual el nucleo se 
encuentra en forma granulosa o filamentosa y carente de membrana 
envolvente. Esta caracterfstica fue observada en Cyanophiceas (algas 
azules y en ciertas bacterias del azufre, Beggiatoa alba, Thiocystis y 
Thiodyction. 

5. Las bacterias tienen uno o varios cuerpos nucleares; hipotesis sostenida 
por Meyer (1897-99), Vejdovsky (1900-04), Mend (1910-11) y que 

actualmente ha sido observado en un gran numero de bacterias, a pesar de 
que aun no se han aclarado muy bien algunas cuestiones acerca de estos 
supuestos cuerpos nucleares. 

Las investigaciones en organismos superiores han demostrado que el mecanismo 
hereditario se encuentra en el nucleo y que los caracteres paternos son 
transmitidos a la progenie a traves de este, pero en las bacterias, donde no se ha 
observado el apareamiento celular ni se ha estudiado en forma detallada la 
fusion nuclear, se hace diffcil el estudio de estos fenomenos. 

Aceptado el principio enunciado, ha sido necesario conocer primeramente la 
citologfa bacteriana para determinar en forma convincente la presencia de un 
nucleo en el contenido celular. Las reacciones tintoreas han permitido poner en 
evidencia el nucleo bacteriano mediante el uso de ciertos colorantes de conocida 
afinidad con la sustancia nuclear en los organismos superiores, y tambien 
mediante la reaccion feulgen, basada en lo siguiente: cuando el acido 
thyinonucleico es hidrolizado en medio acido, la desoxyrribosa en libertad, 
descolora al reactivo de Schiff. 

Numerosas tecnicas basadas en soluciones tintoreas nucleares se han 
generalizado; la solucion de Giemsa, descrita por Pickardi, permito a Robinow, 
Bisset, Delaporte y otros, colorar intensamente corpusculos intracelulares 



METODOLOGIA 


correspondientes a elementos de naturaleza qufmica semejantes a la del nucleo 
< desoxy-ribonucleoproteina). 

Las primeras tentativas de observacion nuclear en las bacterias mediante el 
microscopio electronico fueron hechas por Piekaski, en 1940, sobre celulas 
envejecidas (llamadas celulas secundarias) de Salmonella typhosa y Escherichia 
coli, observando elementos correspondientes por su tamano, posicion y cantidad 
a los nucleoideos que habfa observado en los mismos organismos mediante la 
reaccion de feulgen. Sin embargo, en las celulas jovenes (llamadas celulas 
primarias) raramente se observan estas estructuras, lo cual hace pensar que el 
microscopio electronico presenta las mismas dificultades del microscopio 
optico, pues en ambos casos es necesario recurrir a la coloracion del cuerpo 
celular. Segun Knaysi, la celula joven se presenta con una estructura muy ho- 
mogenea en el microscopio electronico, coloreandose el protoplasma uni- 
formemente con los colorantes basicos, que tienen afinidad nuclear. La hipotesis 
del nucleo difuso en las bacterias ha sido sostenida por muchos investigadores 
debido a esta particularidad. 

El citoplasma de la celula joven es evidentemente acido y lo demuestra su 
afinidad con los colorantes basicos; pero no se conoce cual es la sustancia 
responsable de esta reaccion y si ella desempena la funcion de los elementos 
nucleares en los seres superiores. 

El numero de estos elementos nucleares es variable en las celulas vegetativas; 
los cocos son generalmente uninucleados; en cambio, las formas alargadas 
contienen varios nucleos, generalmente dos o multiplo de dos. 

Ciertos agentes bacteriostaticos como, por ejemplo, la penicilina, pueden 
provocar la formacion polinuclear, pues interfieren la division celular, pero no 
tienen efecto sobre la division nuclear. A pesar de que en un principio se crefa 
que la division nuclear se efectuaba longitudinalmente, sin embargo, con el 
auxilio de metodos modernos, se ha podido comprobar la presencia de 
estructuras cromaticas y procesos mitosicos similares a los que se observan en 
los seres superiores, tales como los observados en Bacillus megatherium 
mediante la deshidratacion a bajas temperaturas, segun la tecnica empleada por 
De Lamater y colaboradores. 

En general, se esta de acuerdo en sostener que la mayorfa de las formas 
vegetativas son haploides: algunos opinan que las formas vegetativas de las 
bacterias esporuladas pueden ser diploides antes de la esporulacion, y que la 
maduracion de la endospora es precedida por una division reductiva; sin 
embargo, los trabajos de De Lamater en B. megatherium han demostrado que 
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esta division que precede a la esporulacion no es una division reducdva, sino 
una tipica mitosis. 

Casos de diploidias se han encontrado en ciertas lineas de E. coli pero no se han 
observado aun fenomenos de poliploidias en las bacterias. 

Muchos investigadores consideran al nucleo bacteriano formado por una masa 
de cromatina divisible por fenomenos amitosicos. Trabajos recientes como los 
de Bisset (1948) han demostrado la existencia de dos clases de nucleos; el uno 
presente en Azotobacter chroococcum y otras especies bacterianas, de forma 
vesicular y rodeado por granulos cromaticos, y el otro observado en bastoncitos 
y ciertos cocos (estreptococos) y mixobacterias, constituido por cromosomas 
apareados, generalmente uno o dos pares. Este autor sostiene que el nucleo 
bacteriano esta constituido por un cromosoma simple y que aquel contiene pol¬ 
io menos un par de estos cromosomas. 

De acuerdo con los estudios realizados por Bodian, 1933, Bisset, 1948, y otros, 
en preparados tenidos y con empleo del microscopio optico, la division nuclear 
se efectua por simple division longitudinal, mediante una estrangulacion central 
del mismo; sin embargo, se han observado otros casos diferentes. 

Parece ser que muchos fenomenos de orden genetico estan mtimamente 
relacionados con ciertas caracteristicas de la division celular durante la 
reproduction asexual. Segun Bisset, la forma S (lisa) bacteriana, corresponde a 
bacterias uninucleadas que despues de la division celular se separan; en cambio, 
la forma R (rugosa) se encuentra formada por bacterias plurinucleadas, 
generalmente compuestas por cuatro elementos que se mantienen unidos. 

En realidad, el nucleo bacteriano aun no ha sido estudiado en la misma medida 
que en los organismos superiores, debido a que son sumamente pequenos y no 
es posible observar en ellos ninguna diferenciacion estructural, pero como estos 
elementos se coloran uniformemente, como lo hace la cromatina, se tiene la 
impresion de que el contenido nuclear de estos microorganismos este 
representado unicamente por desoxyrribonucleoproteina, sustancia denominada 
cromatina por la mayoria de los investigadores. Por otro lado, los metodos 
colorimetricos y la reaccion feulgen demuestran cierta similitud con la compo¬ 
sition quimica nuclear de los organismos superiores. Sin embargo, la 
circunstancia de existir plantas con reaccion feulgen negativa nuclear y, ademas, 
por haberse comprobado la presencia de un radical lipoide en la cromatina 
bacteriana, demuestra que su composition quimica aun no ha sido bien aclarada; 
por otro lado, parece que esta sufre variaciones de acuerdo con la edad celular. 
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No hay duda que la estructura citologica bacteriana tiene mucha similitud con la 
de los organismos superiores, pues es un hecho evidente de que las bacterias 
poseen estructura nuclear. La genetica microbiana constituye un campo nuevo 
dentro de la biologfa, aun no explorado, pero que con el empleo de nuevas 
tecnicas citologicas, estos procesos geneticos podran ser mas conocidos y de 
esta manera abrir nuevos horizontes. 

MUTACIONES 


Es un fenomeno motivado por un cambio brusco en la constitucion genetica, por 
una modificacion espontanea o inducida, provocando formas diferentes y 
estables, similar al fenomeno producido en los seres superiores. Estos cambios 
pueden manifestarse, ya sea por la adquisicion de resistencia hacia sustancias 
bacteriostaticas determinadas o hacia elementos biologicos, tales como virus, o 
por la perdida o ganancia de una accion bioquhnica enzimatica particular, pues a 
pesar de que todavfa no se conoce a ciencia cierta de que manera los genes 
controlan la actividad funcional celular, se sabe que esta accion existe. 

Una celula mutante lleva una unidad o gen mutante y da nacimiento a un cion, 
capaz de transmitir a la progenie las caractensticas de dicha mutation; pero en 
una poblacion microbiana es sumamente diffcil identificar estos clones, a menos 
que el medio ambiente le sea favorable y puedan progresar, pues se sabe que 
ciertos agentes pueden provocar y aumentar el numero de mutaciones 
espontaneas. Sin embargo, se cree que estos fenomenos son independientes de 


Fig. N° 54. Mutaciones 
provocadas en colonias de 
Aspergillus terreus, 
mediante irradiation con 
rayos ultravioleta en 
conidias. 



la adaptacion al medio, ya que entre las especies bacterianas se conocen casos de 
resistencia a agentes bacteriostaticos como, por ejemplo, a la estreptomicina, a 
pesar de que nunca habfan desarrollado en presencia de ella; sin embargo, se ha 
comprobado que cuando se somete una poblacion microbiana a ciertas 
condiciones adversas, la descendencia es mas susceptible a estos fenomenos 
mutantes, debido a su adaptacion a este nuevo medio. Estas mutaciones aparecen 
en proportion de 1 x 10 4 a 1 x 10 10 , por bacteria y por generation. 
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Mutaciones bacterianas 

Actualmente los geneticistas se han dedicado con mayor intensidad a estudiar 
los trastornos que se producen en el mecanismo metabolico de dos tipos de 
bacterias mutantes; las que sufren o pierden propiedades metabolizantes y las 
que adquieren resistencia a ciertos agentes externos (antibioticos, radiaciones, 
virus, bacteriofagos, etc.)- Las mutaciones aparecen en forma independiente del 
medio, es mas bien un proceso de azar. Las formas mutantes resistentes a un 
antibiotico determinado se consiguen sembrando en un medio con agregado de 
este, pero su presencia unicamente produce una selection de formas mutantes 
preexistentes, cuya progenie es capaz de desarrollar en presencia del 
mencionado antibiotico, ya que las formas mutantes se producen en presencia o 
ausencia de dicha sustancia indistintamente. 

Como especie tipo para el estudio de estos fenomenos ha sido elegido E. coli, 
debido a la facilidad de su desarrollo en medios de cultivo comunes y porque las 
deficiencias del medio nutritivo son facilmente estimadas por su desarrollo, 
como tambien por la sensibilidad que esta especie presenta a los agentes 
quimicos y biologicos. 

Se llaman agentes mutagenicos ciertos elementos que pueden provocar 
aumentos en la proportion de mutantes espontaneas, aunque no son capaces de 
producir mutaciones espetificas. 

Las modificaciones o cambios en los requerimientos nutricionales o enzimaticos 
son denominadas mutantes bioquimicas. Estas formas mutantes, que pueden 
producirse debido a la exigencia de un factor de crecimiento que no habfa sido 
requerido por los padres anteriormente, son denominadas auxotroficas, para 
diferenciarlas de los padres o lmeas salvajes, denominadas prototroficas. Estas 
ultimas pueden desarrollar en un medio mmimo, pero, en cambio, si una forma 
mutante requiere, por ejemplo, arginina para su desarrollo, no podra progresar 
en el medio mmimo, pero si desarrollara cuando a este medio se le agregue 
dicho elemento o cuando se siembre en el medio completo. Hay mutantes que 
requieren para su desarrollo la presencia de varias sustancias en lugar de una; 
son mutantes con dobles, triples o cuadruples requerimientos. 

Las mutantes auxotroficas son empleadas para ciertas investigaciones en el 
campo de la bioquimica, como detectores o indicadores de la presencia de 
ciertos aminoacidos; vitaminas y derivados del acido nucleico, etc. Ciertas 
mutaciones correspondientes al genero Lactobacillus son utilizadas para este 
tipo de investigaciones. Algunas mutaciones correspondientes a fenomenos 
fermentativos son causadas por la aparicion espontanea de ellas en una 
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poblacion microbiana con capacidad fermentativa diferente a la paterna, y 
pueden trasmitir este caracter genetico a la progenie. 

Muchos cambios en la pigmentacion bacteriana son atribuidos a mutaciones y no 
deben confundirse con las modificaciones causadas por ciertos agentes quimicos 
o por el pH del medio capaz de provocar cambios de esta indole, pero en este 
ultimo caso estos cambios desaparecen cuando el agente quimico ya no actua. 

Otro tipo de bacterias mutantes son aquellas capaces de resistir a ciertos 
elementos quimicos, asi como tambien a ciertas sustancias bacteriostaticas, 
como los antibioticos. 

Se ha comprobado que la accion letal producida por los antibioticos es debida a 
la interferencia que estos producen en los procesos metabolicos celulares, y que 
las formas mutantes resistentes a estos antibioticos aparecen a causa de la 
eliminacion en la celula de la sensibilidad hacia ellos. El grado de resistencia es 
variable; ciertas formas mutantes toleran altas concentraciones; en cambio, otras 
toleran solamente concentraciones muy pequenas, pero esta resistencia puede ser 
aumentada mediante accion selectiva. Sembrando dichas mutantes en medios 
cada vez mas concentrados, se puede aumentar esta resistencia; las mutantes 
resistentes a grandes concentraciones no se pueden aislar de primera intencion, 
sino que es necesario provocar etapas mutacionales, cuyas progenies van 
aumentando en proporcion geometrica dicha propiedad resistente. 

La resistencia a la propiedad litica del bacteriofago ha sido tambien estudiada en 
E. coli y con diferentes razas de bacteriofago; pero, en realidad, este mecanismo 
aun no esta bien aclarado, a pesar de que se lo ha explicado como un fenomeno 
de adsorcion del virus. Otras formas mutantes han sido estudiadas, 
especialmente las relacionadas con la habilidad fermentativa en ciertas bacterias; 
con la composicion antigenica; con la resistencia a ciertas radiaciones, etc. 
Muchas de estas variaciones han sido descritas como disociaciones, variaciones, 
adaptaciones, mutaciones, etc. 

Otro tipo de mutaciones que ha llamado la atencion es la relation entre el 
cambio morfologico de una colonia con las caracterfsticas antigenicas y 
patogenas, lo cual demuestra que una mutation puede afectar una o varias 
caracterfsticas bacterianas. Un cambio en la virulencia de ciertas especies, 
generalmente va acompanado de trastornos morfologicos en la colonia y de 
modificaciones antigenicas en la celula. Las formas de colonias representadas 
por S (lisa), R (rugosa) y M (mucosa), son las mas estudiadas a este respecto. 
Las formas S y M son las formas patogenas encontradas con mas frecuencia en 
la naturaleza; en cambio la R, no patogena, raramente se la encuentra al estado 
natural, sino que aparece en los cultivos artificiales. Como sabemos, estas 
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formas se modifican generalmente hacia una sola direccion, es decir, S R 
M, o tambien M —> S —> R, pero raramente a la inversa. Indudablemente, 
muchos de estos cambios son causados por mutaciones bioquimicas, debido a 
modificaciones en los procesos biosinteticos, pero muchos otros cambios 
morfologicos de las colonias pueden ser producidos por influencia del medio. Si 
se culdva una especie bacteriana en condiciones distintas a la original, se pueden 
presentar modificaciones morfologicas temporarias, las cuales desaparecen 
cuando es culdvada nuevamente en el medio primitivo. 


Modificaciones 

Muchos cambios en el fenotipo son producidos por circunstancias ajenas a los 
fenomenos de mutacion. Estas modificaciones se presentan por influencia del 
medio y generalmente afectan por igual a todos los individuos de igual genotipo, 
pero estos fenotipos alterados perduran mientras son mantenidos en estas 
condiciones particulares, cuando estas desaparecen, vuelven a su forma original. 
Las mutaciones son el resultado de una progresiva seleccion de la progenie 
mutante en el medio; las modificaciones son el producto de un cambio 
simultaneo en la mayorfa de los individuos que componen una poblacion 
bacteriana de igual genotipo. Sin embargo, muchas veces se producen 
modificaciones parciales, debido a que una poblacion puede estar constituida por 
individuos de iguales fenotipos pero de genotipos diferentes, lo cual se pone de 
manifiesto al sembrar dicha poblacion bacteriana en un medio de cultivo de 
composicion qufmica diferente al original. Si una poblacion bacteriana que 
desarrolla en un medio de cultivo (A) se encuentra formada por individuos de 
diferentes genotipo (a y b); al sembrarla en otro medio de cultivo (B) distinto al 
original (A), desarrollaran dos tipos de colonias correspondientes a dichos 
genotipos. Esto no sera debido a fenomenos de mutacion ni seleccion, sino a 
modificaciones producidas por influencia del medio. 

Estas modificaciones son confirmadas, provocando reversion de la colonia 
diferente a la forma original, mediante la siembra en el medio primitivo (A). 

Otro caso de modificaciones es producido por la particularidad que tienen ciertas 
formas mutantes, cuando se encuentran en una poblacion heterogenea, de 
modificar el fenotipo de las otras que se hallan presentes. 

Adaptaciones enzimaticas. Bajo influences especfficas del sustrato, las bacterias 
pueden activar la formacion de enzimas especfficas. Este fenomeno, llamado de 
adaptacion enzimatica se produce tambien en levaduras y mohos. 
Microorganismos que han desarrollado en presencia de maltosa son capaces de 
fermentar este azucar. Al parecer, esta particularidad se halla controlada por 
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genes capaces de actuar sobre la actividad potencial autocatalftica del 
citoplasma. Estas adaptaciones se producen unicamente en presencia de genes 
especfficos, controlables, de la capacidad potencial celular, con el objeto de 
activar la enzima especifica bajo condiciones especiales. 

Induction de mutaciones en bacterias 

• s 6 8 ^ 

Generalmente, se produce una mutacion por cada 10 o 10 l celulas, aunque estas 
cifras varfan con la especie bacteriana. 

Los genes controlan las reacciones bioqufmicas directa o indirectamente, pero 
ciertos agentes son capaces de alterar su configuracion y, por lo tanto, provocar 
su inactividad, como es el caso de los rayos X, luz ultravioleta, calor, etc. Segun 
los trabajos realizados, se ha comprobado que las mutaciones en una poblacion 
son mas numerosas cuando esta es expuesta a los efectos de los rayos X o a la 
accion de ciertos agentes quimicos. 

La irradiacion de un medio de cultivo con rayos ultravioleta o el tratamiento con 
agua oxigenada antes de ser sembrado con el microorganismo, produce un 
aumento en la proporcion de mutantes. Se cree que esto sea debido a que dicho 
tratamiento provoca en el medio de cultivo la formacion de sustancias 
mutagenicas, como la de peroxidos organicos. Por otro lado, la exposicion de 
una poblacion bacteriana a los rayos de luz visible, despues de haber sido 
sometida a radiaciones ultravioleta, aumenta el numero de celulas 
sobrevivientes, pero produce una disminucion en la formacion de mutantes entre 
die has celulas. Este fenomeno d e fotorrecuperacion ha sido demostrado en otros 
microorganismos, como hongos, levaduras, bacteriofagos y se manifiesta por 
una reduccion tanto de la muerte celular como de la formacion de mutantes. No 
hay duda que la accion de las radiaciones en las bacterias aun es una cuestion 
compleja y no bien aclarada, pues muchas de las opiniones a este respecto no 
pasan del campo de la hipotesis, como el de la fotorreactivacion. Los efectos de 
las radiaciones podrfan producir tambien variaciones de orden morfologico y 
fisiologico; ademas, la modificacion o destruccion de un gen puede alterar la 
continuidad de un fenomeno. La perdida de la propiedad de sintetizar una de- 
terminada sustancia, puede provocar una disminucion en el crecimiento celular o 
cualquier otro trastorno organico como respuesta a la carencia de dicha 
sustancia. 

VIRUS Y B ACTERIOLAGOS 


Los virus son elementos submicroscopicos que actuan siempre sobre las celulas 
vivas produciendo desequilibrios organicos. Aun no se ha dado una definicion 
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exacta de estos elementos, debido a que no son bien conocidos, pero se presume 
que su estructura debe ser muy simple y quizas compuestos por un solo gen, 
desnudo o sin envoltura citoplasmatica. Sin embargo, hay evidencias de cambios 
en ciertas caracterfsticas que permiten pensar en la presencia de un mecanismo 
de or den genetic o. 

Los bacteriofagos, o virus bacterianos, han sido mas estudiados y son mejor 
conocidos, especialmente algunas formas especfficas sobre colibacilo. Estas 
partfculas han demostrado poseer caracterfsticas morfologicas, al examinarlas en 
el microscopio electronico; algunas presentan formas esfericas, otras presentan 
una cabezuela ovoidea o esferica, unida a una cola de longitud y espesor 
caracterfsticos. 

Al entrar en contacto estos elementos con la bacteria, esta los atrae y entran en 
su interior, donde se multiplican, pasando previamente por un perfodo de 
latencia, durante el cual no se observa ningun indicio de su presencia, pero al 
final de dicha etapa se produce la ruptura celular, con la expulsion de un gran 
numero de estos elementos al exterior. 

Esta propiedad de adsorcion del bacteriofago por la membrana celular bacteriana 
parece ser especffica. Para que se produzca este fenomeno la celula necesita de 
la activa intervencion de un cofactor, capaz de excitarlo. Se cree tambien que la 
adsorcion del bacteriofago por la bacteria depende de la presencia en aquel de un 
mecanismo receptivo especffico parecido al de antigeno-anticuerpo. 

Si se agrega bacteriofago a un cultivo de E. coli y este se incuba durante varias 
horas, se vera que se produce la lisis celular. Sin embargo, unas pocas bacterias 
permanecen vivas, dando lugar al desarrollo de variantes resistentes o 
mutaciones espontaneas, las cuales trasmiten esta caracterfstica a la progenie. 

Este fenomeno de formacion de mutantes ha sido observado con diferentes 
lfneas de bacteriofagos sobre E. coli. 

Las mutaciones espontaneas de bacteriofagos especfficos para determinados 
huespedes aparecen antes de su contacto con estos; no son inducidas por la 
presencia del huesped resistente a la forma tipo, sino que aparecen durante la 
vida de aquellos e posiblemente durante su desarrollo intracelular en un huesped 
susceptible a la forma tipo de dicha mutacion. Las mutaciones que se 
caracterizan por producir una alteracion del huesped corresponden al tipo h; en 
cambio, las que producen lisis bacteriana corresponden al tipo r; estas formas no 
producen, como las anteriores, cambios en el huesped. 



29. BACTERIOLOGIA DEL AGUA 


El conocimiento de la microflora existente en el agua importancia, 
especialmente desde el punto de vista sanitario cuando trata se de aguas 
destinadas al consume humano. tiene enorme 

En realidad, el agua es un elemento que recibe las mas distintas formas 
bacterianas, pues a ella llegan del aire, del suelo, de las aguas residuales, de las 
aguas de desechos, de las aguas cloacales, etc., formando muchas de estas 
bacterias, la microflora natural, ya que otras desaparecen debido a condiciones 
adversas o desfavorables a su desarrollo. 

Sin embargo, no podemos decir que exista una microflora especifica, ya que 
varia debido a factores de orden fisico o quimico existentes en dichas aguas. 

CLASIFICACION DE LAS AGUAS 

Se conoce una clasificacion de las aguas, la cual las agmpa en la forma 
siguiente: 


1. Aguas meteoricas (lluvia, nieve, granizo, hielo). 

2. Aguas superficiales (rfos, lagos). 

3. Aguas de embalses o almacenadas. 

4. Aguas profundas. 

Cada uno de estos grupos presenta caracterfsticas biologicas distintas debido a 
que esta mtimamente relacionados con la historia y el origen de las aguas de 
cada uno de ellos. 

Las aguas meteoricas corresponden a las aguas de lluvia o a las que se 
encuentran en la atmosfera en sus distintas formas (nieve, granizo, hielo, etc.); 
las aguas superficiales corresponden a las aguas de lluvia, una vez que estas han 
caido, formando los rfos, lagos, arroyos.de la gelatina. Micrococcas candicans; 
M. coronatus; M. aquatilis; Sarcina lutea; S. aurantiaca, etc. 

Entre las correspondientes al Segundo grupo existe una microflora muy variada; 
representantes de bacterias esporuladas y no esporuladas como Bacillus 
megatherium, B. subtilis, B. nzycoides, correspondientes a la microflora 
esporulada del suelo coma asi tambien representantes del grupo Azotobacter; 
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nitrificadoras; bacterias de la celulosa; Aerobacter aerogenes y otros coliformes 
comunes en este medio. 


El tercer grupo se encuentra representado especialmente por bacterias de 
orden intestinal, algunas de ellas patogenas para el hombre. Salmonella typhosa, 

Streptococcus Pyogenes, Proteus vulgaris, Streptococcus faeculis, Escherichia 
coli, representantes del grupo disenterico, vibrion del colera, etc. 


Considerando el agua desde el punto de vista industrial, es muy 
importante conocer la clase de microbios que contiene, especialmente cuando se 
destina a la industrializacion de sustancias alimenticias: queserfa, mantequilleria, 
cervecerfa, levaduras, etc., pero la mayor preocupacion y vigilancia por parte de 
los organismos oficiales es cuando este elemento es destinado al consumo 
humano. Desde el punto de vista sanitario, el suministro de aguas potables 
requiere la mas estricta vigilancia y control pues, como sabemos, son numerosas 
las enfermedades de orden hfdrico y este elemento tan necesario e insustituible 
para la vida del hombre, se convierte en su peor enemigo cuando es capaz de 
producir epidemias de las cuales la historia registra muchas de ellas. 


AGUAS PROFUND AS 


Se conocen dos tipos de aguas profundas: las que corren casi aflowrdo o a 
pocos metros de la superficie del suelo y se encuentran en la zona de las raices 
de las plantas, constituyendo napas superficiales o freiticus, y las que corren a 
profundidades mucho mayores, llamadas napas profundas o napas de presidn. 
Ambas aguas son mas o menos puras, pero dependen del terreno por donde 
atraviesan, que puede ser o no causa de su contaminacion. 

Pozos artesianos. El estado sanitario del agua de estos pozos depende de 
la textura del terreno; si es un suelo homogeneo, que no permite filtraciones de 
aguas superficiales o cloacales, se pueden conseguir aguas bastante purificadas, 
siempre que no sean contaminadas por la boca de los mismos. Las aguas pueden 
contaminarse debido a la vecindad del pozo con letrinas o sumideros, 
produciendose, en terrenos heterogeneos, filtraciones que llegan a causar 
epidemias cuando dichas aguas son utilizadas para el consumo humano. 
Tambien puede contaminarse por la boca del pozo, cuando este no esta bien 
protegido, o por el balde que se usa para elevar el agua a la superficie. 
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Fig. N° 103. Pozo de agua potable con 
bomba de mano, (construido en forma 
sanitaria y correctamente protegido de las 
contaminaciones extemas. 


Estos pozos deben tener siempre sus paredes revestidas de material 
impermeable, para evitar las filtraciones del terreno, y en los instalados con 
bombas de mano para elevar el agua, es necesario protegerlos de las posibles 
contaminaciones producidas por el hombre o los animales, tratando de que el 
agua superficial o los desperdicios no penetren en el interior de los mismos. Es 
preferible construir, cuando se destina el agua al consume humano, pozos cuyos 
tubos de aspiracion del liquido lleguen lo mas profundo posible a las napas de. 
aguas alimentadoras y protegidas mediante filtros de tela metalica, para evitar la 
subida de arena. Una buena medida es utilizar camisas protectoras.utilizando 
para esto un tubo de diametro mayor que el tubo de elevacion de aguas, 
evitando de esta manera los focos de infeccion. 

A una profundidad de 5 a 6 metros, el terreno no tiene casi microbios, de manera 
que las aguas que corren a esas profundidades pueden servir para el uso del 
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hombre; sin embargo, se han encontrado casos de muestras de agua de pozo de 
mas de 10 metros de profundidad conteniendo grandes cantidades de bacterias, 
especialmente colibacilos, debido a las contaminaciones de origen fecal. Es 
conveniente, cuando se constrayen pozos de agua para consumo humano, 
utilizar siempre las napas mas profundas a fin de evitar todo riesgo de 
contaminacion posterior. 

Los aljibes son depositos o reservorios de aguas de lluvia que se colectan 
utilizando los techos de la casas. Estos depositos deben estar siempre limpios o 
tener la precaucion de limpiarlos constantemente, especialmente antes del 
periodo de las lluvias, lo mismo que los techos utilizados para recoger el agua 
pluvial, evitando animales muertos o cualquier desperdicio organico que pueda 
llegar al aljibe arrastrado por el agua, por lo cual es indispensable tenerlos 
siempre muy limpios y eliminar, al iniciar la lluvia, las primeras porciones que 
vienen generalmente cargadas de basuras o suciedades. Si se tienen estas 
precauciones higienicas y mucha limpieza, el agua de aljibe puede resultar 
bastante pura y apta para el consume humano. 

AGUAS RESIDUALES 

Son las aguas de desechos domestico o industrial. Cuando no se tiene un 
curso de agua cercano, es necesario proceder a la depuracion de las mismas, a 
fin de evitar malos olores y fuentes de contaminaciones, que pueden dar origen a 
epidemias de graves consecuencias. La microflora de estas aguas es muy 
variada, pero las enfermedades transmitidas por ellas son especialmente tifoidea, 
colera y disenteria, cuyos agentes patogenos se encuentran en el intestino de los 
individuos enfermos y al llegar al agua por medio de las heces fecales, producen 
la contaminacion. Salmonella typhosa, Streptococcus pyogenes, Vibrio colera y 
todas las especies patogenas conocidas de origen intestinal, pueden encontrarse 
en estas clases de aguas, coma asi tambien representantes de la microflora del 
suelo, aunque esto ultimo no tiene mayor importancia desde el punto de vista 
sanitario. 

EXAMEN BACTERIOLOGICO 

La finalidad del examen bacteriologico es determinar la cantidad de nicrobios 
que contiene e investigar representantes patogenos para el hombre. 

Obtencion de las muestras 

Una muestra de agua debe ser representativa, tratando de conseguirla lo 
mas uniforme posible, pues esto tiene mucha importancia, asi como el empleo 
de lecipientes perfectamente esterilizados en homos a 160-170 °C y protegidos 
con tapas seguras y recubiertos con papel esteril. Si no es posible esto, debido a 



BACTERIOLOGIA DEL AGUA 


561 


circunstancias especiales, se pueden usar botellas corrientes, perfectamente 
limpias y mantenidas en agua hirviendo durante diez a quince minutos, junto 
con el tapon. Tratandose de lugares desprovistos de todo lo necesario para esta 
operacion, se debe, antes de tomar la muestra de agua, lavar la botella o el 
recipiente muy bien, con la misma fuente de agua, llenandola y vaciandola luego 
repetidas veces antes de tomar la muestra definitiva. 

Una vez obtenida esta, es necesario proceder al examen bacteriologico lo 
antes posible. Si este examen no se puede realizar inmediatamente o por lo 
menos dentro de una o dos horas despues de la toma, es necesario colocar el 
material en mezclas frigorfficas o termos especiales, procurando que llegue al 
laboratorio lo mas pronto que se pueda y dentro de las seis horas de su 
captacion, cuando se trata de aguas sospechosas, o dote horas, cuando son 
muestras para examenes rutinarios. 

Si no se toman estas precauciones, se corre el riesgo de obtener resultados 
falseados, especialmente cuando se trata de aguas impuras, ya que las bacterias 
se multiplican rapidamente y al cabo de varias horas se tendra un numero 
considerablemente mayor que en la muestra original. 

Aguas superficiales 

Las muestras de aguas de no deben tomarse siguiendo ciertas normas y 
precauciones para evitar las contaminaciones originadas por el operador. Si la 
muestra se toma en la orilla del no, se tendra cuidado de provocar 
desmoronamientos o agitacion del agua por cualquier motivo. 

Una vez elegido el lugar de toma, se sostiene el frasco, con una mano, por 
su base y acercandolo hasta la superficie del agua se quita la tapa junto con el 
papel protector, el frasco se sumerge rapidamente con cuidado para no producir 
disturbios en el liquido, colocando la boca contra la corriente del cauce de agua 
y moviendolo lentamente hacia adelante hasta llenar sus tres cuartas partes, 
evitando de este modo que el agua que ha sido tocada por las manos entre en el 
frasco. Se retira, siguiendo el mismo movimiento y se coloca la tapa; una vez 
amarrada se acondiciona para enviarlo al laboratorio. 


EXAMEN CUANTITATIVO 

Inmediatamente despues que la muestra de agua llega al laboratorio se 
procede al examen bacteriologico. El examen cuantitativo tiene por objeto 
determinar el contenido bacteriano por unidad de volumen (ml). Este examen 
nos dara rapidamente una idea de las condiciones sanitarias de la muestra, 
teniendo coma base de que un agua a pesar de la constante variacion numerica 
de su microflora, debe estar dentro de ciertos limites tolerables, de acuerdo con 
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su fuente de origen, fuera de los cuales se puede sospechar de una posible 
contamination de cualquier procedencia. 

El agua de un no, de cauce ancho y movimiento lento, tiene mas o menos 
siempre la misma cantidad de microbios y su variacion depende de las 
condiciones atmosfericas y de las estaciones anuales de lluvia. No es alarmante 
encontrar varios cientos de microbios por ml en una muestra de agua de no, pero 
cuando esta cifra se eleva a varios miles, es seguro que hay una fuente 
contaminante. Esto mismo se puede decir de un agua de pozo que por el filtrado 
que ha sufrido en la tiena debe contener un bajo numero de bacterias. La 
interpretation del resultado de este examen es de capital importancia y segun los 
resultados obtenidos, es posible proceder a tomar medidas preventivas sin temor 
a equivocarse cuando se trata de aguas destinadas al consumo humano. 


1. Se agita bien la muestra y con pipeta esteril de un ml graduada al decimo, 
se toma material, colocando 0,1 0,5 y 1 ml en tres cajas, respectivamente. 
Cuando se trata de aguas contaminadas es conveniente hacer previamente 
diluciones al centesimo y milesimo. 

2. Se licuan tres tubos de agar nutritivo y se enfrfan a 45 - 50 °C.. 

3. Se vuelca un tubo en cada caja de Petri y se mezcla bien, hacienda un 
movimiento circular para distribuir uniformemente la muestra de agua con 
el medio de cultivo. 

4. Solidificado el agar, se incuban las cajas en estufa a 37 grados C durante 
cuarenta y echo horas, colocandolas invertidas. 

5. Se cuentan las colonias que aparecen. 


Es conveniente hacer las siembras por duplicado, de tal manera que unas cajas 
pueden incubarse a temperaturas de 20 - 25 grados C y Gras a 35 - 37 grades C. 


Fig . N° 104. Tres metodos 
bacteriologicos para el examen 
cuantitativo en agua: 1. Por 
diluciones en tubos de ensayo 
con 9 ml de agua esteril; 2. Por 
diluciones en frascos con 90 ml 
de agua esteril; 3. Par siembra 
directa en cajas de Petri con 0,1, 
0,5, 1 ml de muestra 




BACTERIOLOGIA DEL AGUA 


563 


Cuando hay sospechas de que el agua que se esta examinando se halla 
contaminada, es necesario hacer diluciones del material de siembra, para lo cual 
se toma 1 ml del agua a analizar con pipeta esteril y se diluye en un tubo con 9 
ml de agua esteril, obteniendose de esta manera una dilucion al d&no. Si con 
este material hacemos la misma operacion, obtendremos una dilucion al 
centesimo. Si es necesario, se siguen hacienda diluciones. Para mayor exactitud, 
es recomendable hacer diluciones en frascos con 90 ml de agua esteril. 
Agregando 10 ml de agua a analizar en un frasco que contenga 90 ml de agua 
esteril, hacemos una dilucion al decimo y si 10 ml de esta dilucion lo agregamos 
a otro frasco que contenga tambien 90 ml de agua esteril, tendremos una 
dilucion al centesimo, etc. Con estas diluciones se hacen siembras en cajas de 
Petri, ya sea sembrando 0,10,51 ml en tres cajas distintas o directamente 1 ml de 
agua, hacienda siembras por duplicado. 

Al hacer la cuenta de las colonias, hay que tener cuidado de referir los resultados 
a las diluciones correspondientes; el resultado final de una dilucion al decimo se 
debe multiplicar por diez; el de una dilucion al centesimo, por cien y el de un 
mini mo por mil. 

Cuenta de colonias 

Corrientemente se cuentan unicamente las cajas que tengan entre 30 y 300 
colonias, descartandose las que no estar dentro de estos limites, debido a que 
cualquier infeccion del aire aumentarfa la cifra final en las primeras y en las 
segundas muchas especies no desarrollan par simple antagonismo. Esta 
operacion se hace a las cuarenta y ocho horas de incubacion; no es conveniente 
antes, pues se corre el riesgo de obtener resultados distintos al real. 

Procedimiento: Cuando las colonias que aparecen en las cajas no son muy 
numerosas, se pueden contar directamente, marcandolas con lapiz para vidrio a 
medida que se van contando, para evitar contarlas nuevamente por 
equivocacion. Este numero se multiplica por la dilucion correspondiente, 
refiriendo los resultados a una unidad de volumen. Si son varias las cajas, se 
obtiene la media aritmetica para el resultado final. 

Ejemplo: Resultado obtenido de un agua sembrandose 0,1 - 0,5 ml de muestra 
en tres cajas de Petri: 


No de Caja 

Volumen de 

muestra 

sembrada 
en ml 

Cantidad de 
colonias 
aparecidas 

Factor de 
dilucion 

Resultados 
por ml 

1 

0,1 

31 

10 

310 

2 

0,5 

98 

20 

196 

3 

1 

285 

0 

285 
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Media aritmetica = ( 310 + 196 +285 ) / 3 = 264 

Es decir, que en el ejemplo dado, la cantidad de bacterias por mililitro de 
agua examinada es 264. Para, facilitar esta operacion en los trabajos de rutina, se 
emplean aparatos llamados cuenta-colonias que no es mas que un dispositivo 
constituido por una caja metalica iluminada interiormente y con un orificio 
superior que permite colocar la caja de Petri; lleva, ademas, una lupa movil que 
permite observar aumentadas las colonias iluminadas. Este dispositivo es muy 
practico, especialmente para la cuenta de colonias del tipo puntiforme. Llevan 
muchos de ellos un contador automatico y un lapiz marcador; otros llevan en el 
mismo lapiz un marcador automatico de manera que se puede hacer al final la 
lectura directamente. 

Se conoce el metodo de conteo indirectO que se emplea cuando son muchas las 
colonias que aparecen en una caja, especialmente del tipo puntiforme, que son 
dificiles de observar a simple vista. Se usa un vidrio que esta dividido en 
cuadriculas de un centhnetro cuadrado. Se puede contar una cuadricula 
cualquiera y el numero de colonias encerrada en ella se multiplica por el factor 
63. Es mas exacto, sin embargo, contar las colonias de 10 cuadraditos elegidos 
al azar y luego se suman los resultados y se multiplica por 63. El factor 63 o 6,3 
proviene de la superficie de la caja de Petri corriente, la cual tiene 9 cm de 
diametro. 

S = 71 r 2 => S = 63 cm 2 

y el resultado total se obtiene mediante una regia de tres simple. 

Ejemplo : 

Si la suma de colonias comprendidas en 10 cuadritos es 18, cuantas colonias 
tiene la caja? 

Si en 10 cm2 hay 18 colonias en 63 cm2 (superficie total de la caja) X colonias: 

63 X 18 => X = 113 colonias 

Cuando se trata de diluciones hay que multiplicar este resultado por la dilucion 
correspondiente. 

Interpretation de resultados 

Para esto es necesario conocer previamente el origen y el destino del agua 
que se esta analizando. Si en un agua de no podrfa no tener importancia una 
cifra coma la del ejemplo anterior, para un agua destinada al consume humano 

debe considerarse peligrosa y es necesario inspeccionar la causa o el origen de 
esta contaminacion. Lo mismo se puede decir de un agua de pozo semisurgente 
destinada al consume humano, la cual debe considerarse sospechosa cuando 
alcanza cifras como la del ejemplo anterior. El Instituto Nacional de Obras 
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Sanitarias de Venezuela considera sospechosa un agua destinada al consume 
humano cuando el numero de colonias excede de 300 por mililitro en aguas 
superficiales y 50 colonias en aguas profundas, ordenandose su inmediata 
inspeccion para determinar la causa contaminante. Practicamente, un agua 
destinada al consume humano no debe pasar de 50 colonias por mililitro, y 
deberfa considerarse anormal o, por lo menos, someter bajo vigilancia, cuando 
sobrepasa la cantidad de 100, a la fuente de toma de la muestra. 


EXAMEN CUALITATIVO 

Corresponde esta segunda parte a la verificacion de bacterias patogenas. 
Estas determinaciones presentan muchas dificultades pues, por lo general, 

cuando se trata de periodos de epidemias declaradas, el numero de estos 
microbios patogenos se encuentra, en pequena cantidad y, por lo tanto, es dificil 
determinar su presencia por los metodos corrientes de laboratorio, ya que es 
necesario utilizar grandes cantidades de agua, que hace esto inoperante. Si hay 
un individuo enfermo de tifoidea, cuyas heces fecales se vierten en una corriente 
de agua utilizada para el consume humano, es sumamente dificil localizar dichos 
agentes patogenos debido a la gran dilucion que sufre el material de infeccion al 
mezclarse con el agua; por otro lado, cada grupo de bacterias patogenas requiere 
medios de cultivo especificos, lo cual harfa muy costoso un analisis de este tipo, 
ademas de largo y complicado. Segun los estudios realizados al respecto, se sabe 
que una muestra de agua conteniendo 500 coliformes por 100 ml, la posibilidad 
de ingerir un representante de S. typhosa, cuando existe en dicha muestra, esta 
en relacion de 1 a 20. 

Las enfermedades hidricas son producidas por microbios contenidos en las 
deyecciones humanas que llegan al agua; el tifus, la disenterfa, el colera, la 
gastroenteritis, etc., se adquieren mediante el consumo de aguas contaminadas 
con materia fecal de individuos que padecen de dichas enfermedades. En 
realidad, el examen cualitativo se reduce, por rapidez y por comodidad, a la 
busqueda e identificacion del colibacilo. 

El E. Coli aislado, en 1880 por Escherich, de heces fecales, es un tipico 
representante normal del intestino grueso del hombre y de los animales, de 
donde proviene su nombre (colon) ; segun Parr (1338)) la potabilidad de un agua 
se basa en la ausencia del E. coli, a pesar de que su presencia no indique 
precisamente que existan bacterias patogenas, pues solamente se trata de una 
medida preventiva, ya que en un determinado momento, podrfa aparecer, al 
existir individuos transmisores. 

Se puede decir entonces que aguas con E. coli son un peligro en potencia para 
sus consumidores. Es por esto que la sola presencia de colibacilo, en una 
muestra de agua, es suficiente para proceder de inmediato a prohibir su consume 
hasta que la infeccion no desaparezca. 




BACTERIOLOGIA DEL AGUA 


566 


Debido a esta circunstancia, es necesario hacer la diferenciacion del coli tipico 
con los otros organismos pertenecientes al llamado “subgrupo colonaerogenes”, 
y que no ofrecen interes desde el punto de vista sanitario, ya que no son de 
origen intestinal. 


Fig . N° 105 . Examen cuantitativo y 
determination del ihdice coliforme en 
agua. Los tubos de Smith se siembran 
con 10 ml de muestra y las cajas de Petri 
se siembran con un ml (arriba) y con un 
ml de una dilution al decimo (abajo). 



Este subgrupo comprende a bastoncitos aerobios, gramnegativo, no 
esporulados, que fermentan lactosa con formacion de kido y gas. Los 
representantes de mayor interes son E. Coli y Aerobacter aerogenes. 

Investigaciones clel subgrupo colon aerogenes. Se concretan a determinar la 
presencia de E. coli en muestras de aguas y conocer aproximadamente su 
cantidad en 100 ml de muestra mediante el llamado “Indice coliforme”. 

PRUEBA PRESUNTIVA 

La primera etapa del examen cualitativo se conoce con el nombre de 
prueba presuntiva, cuyos resultados permiten presumir la presencia de 
organismos correspondientes al subgrupo colowderogenes. El medio utilizado es 
caldo lactosado y la cantidad de agua sembrada debe ser por lo menos la mitad 
del volumen del medio. 

Cinco tubos conteniendo 20 ml de caldo lactosado esteril y en cuyo interior se 
ha colocado un pequeno tubito invertido se siembran, cada uno, con 10 ml de 
agua a analizar y se incuban durante veinticuatro horas a 37 grados C. Si 
despues de este tiempo en ninguno de ellos aparece gas, se incuban por 
veinticuatro horas mas. La formacion de gas se observa en el interior del tubito 
invertido que sirve como trampa, pues el gas formado queda atrapado en su 
interior, desalojando al medio de cultivo. Si a las veinticuatro horas de 
incubacion hay presencia de cualquier cantidad de gas (una burbuja o mas) se 

dice que la prueba presuntiva es positiva, es decir, hay evidencia de la presencia 
de organismos coliformes. Si no aparece gas al cabo de veinticuatro horas, la 

prueba presuntiva es negativa, pero si hay formacion de gas a las cuarenta y 
ocho horas, la prueba presuntiva es dudosa. Se pueden usar tambien tubos de 
Smith, determinando el gas formado con el gasometro de Lrost. 
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En el caso de resultados dudosos, es necesario seguir adelante para confirmar la 
presencia de coliformes. Cuando despues de cuarenta y ocho horas de 
incubacion no hay gas en ninguno de los cinco tubos, la prueba presuntiva se da 
definitivamente coma negativa y el agua examinada puede ser utilizada para el 
consume humano o es considerada potable desde el punto de vista 
bacteriologico. 

En los examenes de rutina, este primer ensayo suele ser definitivo, aun en los 
cases positivos, haciendose constar en el analisis que solamente se ha realizado 
la prueba presuntiva. 

FORMULA DEL CALDO LACTOSADO 


Extracto de carne. 5 g 

Peptona.5 g 

Lactosa.5 gr. 

Agua destilada. 1 litro 

pH.6,5-6,8 


Se distribuye este medio en tubos Durham a razon de 20 ml cada uno y se 
esterilizan en autoclave a 110 grados C, media hora. 

PRUEBA CONFIRMATORIA 

Cualquiera ,de los cinco tubos anteriores con gas puede ser usado para el 
ensayo confirmatory. Se siembra una ansa bien cargada de unos de ellos, el que 
presente mas gas, en caldo bilis Verde brillante, que es un medio especifico para 
coliformes y se incuba a 37 grados C. Durante veinticuatro a cuarenta y echo 
horas. Cuando hay formacion de cualquier cantidad de gas, al cabo de dicho 
tiempo, el ensayo se considera positivo; en case contrario, negativo. 

Del tubo de caldo lactosado con gas, se toma material con ansa y se hacen 
estrfas sobre uno de estos medios en cajas de Petri y se incuban por veinticuatro 
horas a 37 grados C, despues de cuyo tiempo se aislan colonias tipicas. En case 
de que estas no aparezcan, se aislan colonias atipicas, ya que muchos 
organismos coliformes pueden dar colonias anormales en estos medios. Cuando 
hay presencia de colonias tipicas, se considera esta prueba coma positiva y 
cuando hay solamente colonias atipicas, se considera dudosa ; en este case es 
necesario seguir adelante con el examen. La ausencia de colonias es considerada 
coma prueba negativa. 

Las colonias de E. coli, en medio de Levine, presentan un centra oscuro y 
un brillo metalico caracterfstico; en cambio, las colonias de Aerobacter 
aerogenes forman colonias con centros marrones y raras veces dan brillo 
metalico. 
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La formation de estas colonias tipicas depende de dos factores de la reaction de 
la eosina (colorante acido) con el azul de metileno (colorante basico), y de la 
formation de suficiente acidez por fermentation de la lactosa que el medio 
contiene, colorandose la colonia en la forma tipica descrita. Los organismos que 
no fermentan lactosa forman colonias incoloras, pues este medio no modifica su 
color en reaccion alcalina. 

Las colonias que desarrollan en Endo, aparecen de color rojo y con brillo 
dorado. Esta caracterfstica se observa solamente cuando el medio contiene 
sulfito de sodio, el cual actua coma agente detector de dicha reaccion, producida 
al parecer por la formacion de aldehida acetica en la fermentacion de la lactosa 
por E. coli, la cual en presencia del sulfito forma un productO capaz de restaurar 
el color de la fucsina..El brillo dorado es producido por la precipitacion del 
colorante liberado en presencia del acido lactico formado. 

PRUEBA COMPLETA 

Esta prueba tiene coma finalidad comprobar si los germenes que han 
desarrollado en los medios solidos mencionados o en caldo bilis Verde brillante 
fermentan lactosa con formacion de acidO y gas y si al desarrollar en agar 
nutritivo presentan caracterfsticas morfologicas y tintoreas del subgrupo 
coliforme. 

Una colonia tipica o, en su defecto dos atipicas, se siembran en tubos con caldo 
lactosado con campanita y en agar cuiia. Se incuban a 37 grados C. A las 
veinticuatro horas se hace una coloracion de Gram y en los tubos de caldo 
lactosado se observa si hay gas a las veinticuatro y cuarenta y ocho horas de 
incubacion. Si hay formacion de gas en cualquier cantidad y si los 
microorganismos observados corresponden a bastoncitos, gramnegativo, no 
esporulados; esta prueba es positiva; en caso contrario, es negativa. 

Cuando hay gas en caldo lactosado pero en el preparado micro scopico hay 
mezclas de bastoncitos gramnegativo y grampositivo, la prueba se considera 
dudosa y es necesario entonces volver a repetirla con el mismo o con nuevo 
material. 

Indice coliforme 

El indice coliforme representa en numeros la densidad del subgrupo 
“colonaerogenes” contenido en 100 ml de muestra, y se expresa en n.m.p. 
(numero mas probable). 

Para calcular rapidamente este indice, Hopkins ha ordenado una tabla donde 
figuran las diluciones sembradas y los posibles resultados que se pueden obtener 
cuando se siembran 5 tubos con la cantidad de agua establecida, en cada uno de 
ellos. La serie que figura en dicha tabla corresponde a las cantidades de 10 ml, 1 
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ml y 0,1 ml y 0,01 ml;, pero el resultado final se debe multiplicar en este case por 
10. 

Ejemplo : 

Suponiendo que se ha empleado la serie: 1 ml, 0,1 ml y 0,01 ml y el resultado 
obtenido es 311; segun la tabla, el mdice coliforme es 14,.pero como se han 
empleado cantidades diez veces menores a las establecidas en la tabla, este 
resultado hay que multiplicarlo por 10, es decir, el resultado seria 140. 

NUMERO MAS PROBABLE DE COLIFORMES EN 100 ml DE 
MUESTRASEMBRANDO 5 TUBOS DE CADA CANTIDAD DE AGUA 


Cantidad de tup os positivos 

n.m.p. de 
coliforme 

10 ml 

1 ml 

0,10ml 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

1 

18 

0 

1 

0 

1,8 

0 

1 

1 

3,6 

1 

0 

0 

2 

1 

0 

1 

4 

1 

1 

0 

4 

1 

1 

1 

6,1 

2 

0 

0 

4,5 

2 

0 

1 

6,8 

2 

1 

0 

6,8 

2 

1 

1 

9,2 

3 

0 

0 

7,8 

3 

0 

1 

11 

3 

1 

0 

11 

3 

1 

1 

14 

4 

0 

0 

13 

4 

0 

1 

17 

4 

1 

0 

17 

4 

1 

1 

21 

5 

0 

0 

23 

5 

0 

1 

31 

5 

1 

0 

31 

5 

1 

1 

46 


Purification biologica del agua 

Las aguas de desecho, ya sean las de origen domestico, cloacales o 
industriales, crean siempre problemas de orden sanitario y cuando se trata de 
ciudades populosas, es necesario buscar soluciones que protejan la higiene y 
salud de los habitantes, especialmente cuando no se tiene la ventaja de tener un 
curso de agua cercano que pueda servir de drenaje o colector. El metodo 
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primitivo y mas practico de elimination, es el no, o cualquier curso de agua 
cercano, siempre que se tomen las precauciones necesarias para evitar 
consecuencias posteriores y que el volumen de agua sea suficiente coma para 
permitir la incorporation de este material en su curso. El problema se presenta 
cuando se carece de estos medios naturales; entonces es necesario recurrir a 
procedimientos de depuration previa de estas aguas residuales mediante 
procesos quimico-biologicos, por medio de los cuales se elimina gran parte de la 
materia organica, ya sea por transformation biologica o por metodos fisicos de 
filtration o decantation, mediante el uso de coagulantes. 
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Ejercicio N° 1 

PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO COMUNES 

OBJETO. Preparar los medios utilizados para culdvar y estudiar especies 

PROCEDIMIENTO 

1. Caldo comun de carne 

1. 500 gramos de carne desgrasada, previamente picada, se colocan en un 
litro de agua desdlada. 

2. Dejar en maceracion a baja temperatura durante doce a quince horas. 

3. Filtrar por tela y llevar a volumen con agua desdlada. 

4. Calentar y agregar 5 g de CINa y 10 g de peptona. 

5. Arreglar la reaccion a pH neutro con OHNa N. 

6. Calentar a ebullicion durante 20 minutos, o mejor 120 °C 20 minutos, 
filtrar por papel y llevar a volumen primitivo con agua desdlada. 

7. Distribuir en tubos y esterilizar en autoclave, 120 °C por 15 minutos. 

2. Caldo de extracto de carne 

1. Calentar un litro de agua desdlada y agregarle 3 gramos de extracto de 
carne y 5 g de peptona, disolviendo y agitando constantemente. 

2. Llevar a pH neutro o ligeramente alcalino con OHNa N. 

3. Calentar a ebullicion por 20 minutos, filtrar por papel, y luego restituir el 
agua hasta volumen primitivo. 

4. Entubar y esterilizar en autoclave, 120 °C por 20 minutos. 

3 . Agar de caldo de extracto de carne 

1. Preparar el extracto de caldo de carne. 

2. Agregar al litro de medio 20 gramos de agar (preferentemente polvo). 

°c 

3. Fundir en autoclave, 120 . por 20 minutos. 

4. Filtrar por algodon dos veces y distribuir 8 ml para uso en cuna y 10-12 
ml para cajas de Petri. 

°c 

5. Esterilizar en autoclave 120 por 15 minutos. 

4. Gelatina de caldo extracto de carne 
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1. Preparar el caldo de extracto de carne y agregar 1 50 gramos de gelatina 
cortada en trozos. 

2. Se funde a bano de Maria y luego se arregla la reaccion del medio a pH 
ligeramente alcalino. 

3. Se calienta a ebullicion y luego se ultra en caliente por algodon y se 

distribuye en tubos a razon de 10 ml. 

°c 

4. Se esteriliza en autoclave a 110 por media hora. 
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Ejercicio N° 2 


SOLUCIONES COLORANTES 

OBJETO. Procedimientos a seguir para preparar las distintas soluciones 

colorantes que se usan en Microbiologia. 

PROCEDIMIENTO 

1. Fucsina fenicada de Ziehl 

Solucion A.: fucsina basica 0,3 g, alcohol 10 ml. 

Solucion B.: acido fenico 5 g, agua destilada 95 ml. 

Se coloca en un mortero 0,3 g de fucsina basica, se agregan 10 ml de alcohol 
etilico a 95%, se tritura bien de tal manera que el colorante quede 
completamente disuelto. Se colocan en un frasco Erlenmeyer 95 ml de agua 
desdlada y 5 gramos de acido fenico. Las dos soluciones se mezclan y se filtra 
por papel de filtro. 

2. Violeta de genciana con oxalato de amonio (Hucker) 

Formula (S. O. A. B.) 

Solucion A.: Cristal violeta 90% 2 g, alcohol 20 ml. 

Solucion B.: Oxalato de amonio 0,8 g, agua destilada 80 ml. 

Se colocan en un mortero 2 gramos del colorante y 20 ml de alcohol etilico, 
procediendo a disolverlo triturandolo con el pilon. Se prepara la solucion B, 
colocando en un Erlenmeyer 80 ml de agua destilada y 0,8 g de oxalato de 
amonio. Se mezclan las dos soluciones, filtrando luego por papel. Se puede pre¬ 
parar una solucion colorante mas debil, tomando solamente 2 ml de la solucion 
A y mezclando con B. 

3. Violeta de genciana (Nicolle) 

Formula (S. O. A. B.) 

Solucion A.: cristal violeta 85% 1 g, alcohol 10 ml. 

Solucion B.: acido fenico 1 g, agua destilada 90 ml. 

Colocar en un mortero el colorante y el alcohol etilico tratando de triturar lo 
mejor posible. En un Erlenmeyer colocar el acido fenico y el agua destilada. Se 
mezclan ambas soluciones y se filtra por papel de filtro. 
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4. Preparation de lugol 

Formula (S. O. A. B.) 

Iodo 1 g 

IK 2 g 

Agua destilada 200 ml 

Se colocan en un Erlenmeyer 1 gramo de iodo y 2 gramos de yoduro de potasio, 
se agregan 200 ml de agua destilada y luego se agita hasta que se obtenga una 
buena disolucion del iodo metalico, lo cual presenta ciertas dificultades. Se 
puede disolver previamente en un poco de alcohol antes de agregarlo el agua con 
el IK. Finalmente se filtra por papel. 

5. Solution de safranina. (Colorante de contraste) 

Formula 


Safranina O 

0,25 

g 

Alcohol etllico 95% 

10 

ml 

Agua destilada 

90 

ml 


Colocar en un Erlenmeyer la safranina y disolverla en 10 ml de alcohol etllico. 
Agregar luego el agua destilada y una vez hecha la mezcla filtrar por papel de 
filtro. 
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Ejercicio N° 3 

DISTRIBUCION DE LOS MICROBIOS EN LA NATURALEZA 

OBJETO. Determinar las formas de microbios que se encuentran en los 

diferentes medios naturales. 

PROCEDIMIENTO 

1. Licuar varios tubos con agar extracto de carne. 

2. Preparar una suspension de suelo (1 g en 10 ml de agua), agitando 
vigorosamente y luego dejando decantar. 

3. Colocar en dos cajas de Petri esteriles, 1 ml de la suspension usando 
pipeta esteril. 

4. Volcar en cada caja un tubo de agar licuado y enfriado, tratando de 
mezclar bien el material con el medio. 

5. Colocar en dos cajas de Petri esteriles, 1 ml en cada una, de lago, laguna, 
no u otra fuente natural de agua dulce. Puede ser tambien agua de grifo, 
tratada o clorinada. 

6. Volcar en cada caja un tubo de agar licuado y enfriado, mezclando bien. 

7. Preparar dos cajas de Petri con el mismo medio de cultivo anterior. 

8. Una vez solidificado el agar, exponer dicha cajas abiertas en un ambiente 
donde hay movimiento de personas, una via de transito, una calle, etc., 
durante media hora. 

9. Colocar todas las cajas en incubadoras por 48 horas. 

10. Observar las colonias que aparecen en las diferentes cajas. 

11. Hacer preparados microscopicos tenidos para observar morfologfa. 

12. Determinar la flora predominante en cada medio; bacterias, cromogenas o 
no, hongos, levaduras, mohos, actinomycetes. 

13. Eventual aislamiento para estudios posted ores. 
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Ejercicio N °4 

OBSERVACION DE LA MICROFLORA DEL SUELO 

OBJETO. Observar en forma directa las diferentes formas de microbios 

que se encuentran en el suelo. 

PROCEDIMIENTO 

1. Pesar 1 gramo de suelo y preparar una suspension en agua esteril que debe 
contener 0,15 g de gelatina por litro (actua como elemento fijador de las 
bacterias sobre el vidrio). 

2. Agitar bien para suspender las partfculas de tierra y las bacterias, 
adheridas a aquellas. 

3. Tomar 0,1 ml (2 gotas) de esta suspension y colocarlos sobre portaobjetos 
flameados, extendiendola uniformemente con ansa en un area reducida (1 

2 x 

cm 

4. Dejar secar al ambiente. 

5. Cubrir con el colorante (rosa de Bengala o eritrosina) durante 5-10 
minutos, bajo la accion directa de vapor de agua. 

6 . Si se seca el colorante, reponer mas cantidad. 

7. Lavar con agua y secar al ambiente. 

8. Observar al microscopio con lente seco. 

9. Las bacterias aparecen tenidas de rojo intenso o rosado, las partfculas 
organicas de rosado claro y los minerales incoloros. 

10. Eventualmente hacer dibujos de las formas predominantes. 
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Ejercicio N ° 5 

PREPARACION MICROSCOPICA EN GOTA COLGANTE 

OBJETO. Hacer preparados microscopicos in vivo para observar bacterias. 

Cuando se usa con un medio de cultivo puede utilizarse para 
observar desarrollo celular, especialmente en levaduras. 

PROCEDIMIENTO 

E Hacer una suspension del cultivo que se quiera observar, en un tubo con 
agua esteril. 

2. Colocar una gota de esta suspension en el centro de un cubreobjeto 
preferentemente cuadrado, bien limpio y flameado. 

3. Flamear varios portaobjetos excavados (de Koch). 

4. Bordear con vaselina alrededor de la celda del portaobjeto, usando un 
pequeno pincel de los utilizados para iodo. El pincel con la vaselina debe 
calentarse antes de aplicar, utilizando la columna de aire caliente de la 
llama veladora del mechero. 

5. Colocar los preparados (cubreobjetos) invertidos sobre las celdas de tal 
manera que la gota quede pendiente en su interior tratando luego de que 
los bordes del cubreobjeto queden perfectamente sellados para evitar la 
evaporation, lo que se consigue haciendo primero una leve presion con el 
dedo alrededor de la celda y sobre el cubreobjeto y sellando luego con 
vaselina los cuatro bordes del mismo, utilizando el pincel. 

6. En el caso de observacion directa, colocar el preparado en el microscopio 
para observar forma y movilidad. Cuando el preparado se hace 
unicamente con esta finalidad, no es necesario sellar los bordes del 
cubr eobj eto. 

7. Si se quiere observar desarrollo, despues de la observacion microscopica 
se colocan los portaobjetos en una incubadora por 24-48 horas, dentro de 
una pequena camara humeda. 

8. Observar luego diariamente el preparado para seguir el curso del 
desarrollo y estudiar la morfologfa y estructura interna. Todas las 
observaciones pueden hacerse con lente seco de gran aumento, teniendo 
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cuidado, porque es muy facil quebrar el cubreobjeto cuando no se dene 
suficiente practica en el manejo de objetivos con mucho aumento. 
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Ejercicio N °6 


CONTEO DE BACTERIAS DEL SUELO 

OBJETO. Determinar la cantidad de bacterias que contiene un suelo mediante 

culdvo en medio agarificado. 

PROCEDIMIENTO 

Medio de cultivo 

Extracto de tierra (1) 

Agar en polvo 

Fundir en autoclave, 120 °C por 20 minutos. 

Ajustar el pH a 7,4. 

Filtrar por papel en caliente. 

Distribuir en tubos (10 ml). 

Esterilizar a 11° °C, 15 minutos. 

1. Preparar una suspension de tierra, pesando 10 gramos de tierra tamizada y 
suspendiendola lo mejor posible en 90 ml de agua esteril (dilucion 10" 1 ). 

2. De la suspension anterior, tomar 10 ml y agregarle 90 ml de agua esteril 
(dilucion 10" 2 ). 

3. Siguiendo este procedimiento, preparar diluciones mayores, hasta 10" 8 . 

4. Tomar de cada dilucion 0,1 ml y colocar en cajas de Petri (dos cajas por 
cada dilucion). 

5. Volcar en cada caja asi preparada un tubo de agar fundido y enfriado, 
tratando de mezclar bien el material con el medio. 

6. Dejar solidificar. 

7. Incubar a 30 °C. 

8. Contar las colonias que aparecen, ayudandose con una lupa cuenta- 
colonias, despues de 4-5 dfas de incubacion. 

9. Obtener la media aritmetica de cada dilucion y referir cada uno de estos 
resultados al gramo de tierra, multiplicando estos resultados por la 
correspondiente dilucion. 


1 litro 

20 g 
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La media aritmetica de todos los resultados anteriores nos dara la cantidad 
de bacterias que condene un gramo de suelo estudiado. 
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Ejercicio N ° 7 


AISLAMIENTO DE ESPORULADOS 

OBJETO. Separar bacterias esporuladas de bacterias no esporuladas y 

cultivarias en medio agarificado. 

PROCEDIMIENTO 

E Tomar 1 gramo de tierra tamizada y preparar una suspension en agua (10 
ml), en tubo de ensayo. 

2. Colocar un tapon y agitar vigorosamente, por lo menos 25 veces. 

°c 

3. Colocar el tubo con la suspension en agua caliente a 80 , manteniendolo 
en esta temperatura durante 10-15 minutos. 

4. Tomar material con pipeta esteril, 0,5 mi, y colocarlo en una caja de Petri 
esteril. 

5. Volcar en la caja un tubo de agar extracto de carne, previamente licuado y 
enfriado, distribuyendo el medio de tal manera que el material de 
siembra quede perfectamente distribuido. 

6. Dejar solidificar. 

7. Incubar a 37 °C durante 24-48 horas. 

8. Aislar las colonias que aparecen y hacer preparados microscopicos para 
observar las formas. 

9. A los 4-5 dfas, observar la formacion de endosporas. 

10. Hacer preparados tenidos con verde de malaquita al 5% durante 10 
minutos, al vapor directo. 

11. Lavar, secar y observar con inmersion. Las esporas se tinen de verde y el 
protoplasma de rojo. 
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Ejercicio N ° 8 


AISLAMIENTO DE UNA LEVADURA 

OBJETO. Observar formas de levadura. 

PROCEDIMIENTO 


1. Escoger frutos bien maduros y triturarlos para extraerles el jugo, 
preparando un mosto. 

2. Colocar todo este material en un frasco y dejar fermentar durante un 
tiempo hasta que se observe la formacion y desprendimiento de gas, mas o 
menos abundante. 

3. Preparar unas cajas con mosto de malta agarificado, tantas como muestras 
de mostos se tengan preparadas. 

4. Sembrar por estrfa en superficie, tomando material de siembra con pipeta 
esteril y depositandolo en la caja. 

5. Sembrar por extension usando una espatula grande de vidrio, 
distribuyendo lo mejor posible el material sobre toda la superficie del 
medio de cultivo. 

6. Incubar las cajas, con las tapas hacia abajo, a 28 °C. 

7. Observar el desarrollo a las 48 horas. Las colonias de levadura se 
diferencian de las colonias bacterianas por su aspecto caracteristico, 
generalmente blancuzcas y de consistencia pastosa, y muchas veces de 
tamano mayor. 

8. Hacer preparados microscopicos de las diferentes colonias que aparezcan 
para observar la morfologfa. 

9. Aislar colonias en agar de mosto de malta inclinado. 

10. Eventualmente hacer estudios posteriores de fermentacion alcoholica. 
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Ejercicio N ° 9 


COLORACIONES 

OBJETO. Procedimientos a seguir para efectuar coloraciones simples y 

dobles. 

PROCEDIM1ENTO 

1. Coloration simple 

a) Extender sobre un portaobjeto un ansa, regularmente cargada, con el 
material a tenir. 

b) Se deja secar al aire o utilizando la columna de aire caliente de un 
mechero. 

c) Se fija, pasandolo tres veces consecutivas sobre la llama de un mechero, 
siguiendo un movimiento rotatorio del brazo. El flameado debe hacerse 
del lado contrario al preparado. 

d) Se cubre la superficie del portaobjeto con el colorante (fucsina, violeta de 
genciana, azul de metileno, etc.), dejandolo actuar por 1 minuto. Se puede 
tambien sumergir en el colorante dicho tiempo en recipientes especiales. 

e) Se lava con agua y se seca. 

2. Coloration doble (Gram) 

a) Se prepara el frotis como se indica arriba (a, b, c). 

b) Cubrir el preparado con cristal violeta por 1 minuto. 

c) Eliminar el colorante, lavar y tratar con lugol por 1 minuto. 

d) Lavar con agua y decolorar con alcohol a 95% por medio minuto, 

goteando el alcohol sobre el preparado inclinado para que escurra. Secar 
sobre papel de filtro. 

e) Tratar el preparado con safranina durante 30 segundos. 

f) Lavar, secar sobre papel y observar con lente de inmersion. Bacterias 
tenidas de azul, grampositivo; bacterias tenidas de rojo, gramnegativo. 

3. Coloration doble (acido resistencia) 



PRACTICAS DE LAB ORATORIO 


a) Preparar el frotis como se indica en 1 (a-b-c). 

b) Cubrir el preparado con fucsina fenicada durante 3-5 minutos, calentando 
directamente al vapor de agua. Tambien puede hacerse en frfo tratando 
por 15 minutos. 

c) Lavar con agua y tratar con alcohol conteniendo 3 por ciento de acido 
clorhidrico concentrado. 

d) Colorar por 1 minuto con azul de metileno. 

e) Lavar con agua, secar y observar con inmersion. Bacterias tenidas de rojo, 
acido resistentes: bacterias tenidas de azul, no acidorresistentes. 
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Ejercicio N 10 

AISLAMIENTO DE COLONIAS BACTERIANAS 

OBJETO. Indicar el procedimiento a seguir para aislar y describir las 

caracteristicas morfologicas de una especie en un medio de cultivo 
cualquiera. 

PROCEDIMIENTO 

a. Preparar tres cajas de Petri con agar de extracto de carne siguiendo la 
tecnica corriente. 

b. Sembrar por estrfa en superficie, usando ansa o una espatula corta de 
vidrio, el material del cual se quiera aislar. Este puede ser agua de lago, 
no, agua contaminada, o simplemente un cultivo irnpuro. 

c. Incubar las cajas a 37 °C por 24-48 horas. 

d. Localizar una o dos colonias diferentes en cualquiera de las cajas 
sembradas. 

e. Siguiendo la planilla bacteriologica, describir las caracteristicas de cada 
colonia de la manera siguiente (ver cap. 16): 

Temperatura de incubation 37 °C. 

Edad de la colonia 24-48 hs. 

Forma: Puntiforme, circular, filamentosa, irregular, rizoide, etc. 

Superficie Lisa, rugosa, radiada, etc. 

Bordes Entero, ondulado, erosionado, filamentoso, etc. 

Elevation Plana, elevada, convexa, difusa. 

f. Una vez descrita la colonia, se procede al aislamiento y a efectuar 
preparados microscopicos para el estudio morfologico. Celulas redondas, 
en cadenas, bastoncitos, presencia de endosporas, movilidad, Gram, etc. 
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Ejercicio Nil 

ACCION OLIGODINAMICA 

OBJETO. Determinar la influencia de ciertos metales en el desarrollo de los 

microbios. 

PROCEDIMIENTO 

a. Preparar dos cajas de Petri con medio agarificado (agar comun de carne o 
extracto de carne). 

b. Sembrar en superficie. por estrfa, un cultivo joven de E. coli o cualquier 
otra especie bacteriana. 

c. Una vez hecha la siembra, colocar en el centro de la superficie del medio 
un trozo de metal o una moneda de cobre, plata, etc., lavandolas 
previamente en un medio ligeramente acido y luego enjuagarias bien para 
eliminar los restos del acido utilizado. 

d. Incubar las cajas durante varios dfas a 37 °C. 

e. Observar las zonas de inhibition que se forman alrededor de las monedas 
y a la desaparicion de este efecto a cierta distancia de las mismas. 

f. Comparar estas zonas inhibidoras entre los distintos metales ensayados. 

g. Cuanto mayor es el anillo inhibidor que se forma alrededor de estas 
monedas, tanto mayor es su accion oligodinamica. 
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Ejercicio N ° 12 

METODO GARASSINI 

OBJETO. Observation directa de la microflora del suelo. 

PROCEDIMIENTO 

a. Tamizar la muestra de tierra, sin llegar a secar. 

b. Colocar la tierra, ligeramente humedecida pero sin exceso en cajas de 
Petri, preferiblemente de tamano mayor que las comunes. 

c. Sobre la superficie de la tierra, previamente alisada, colocar dos o tres 
portaobjetos, previamente flameados, tratando de adherirlos por la cara 
flameada, haciendo una leve presion sobre ellos. 

d. Colocar en la parte interna de la tapa discos de papel de filtro 
humedecidos, haciendo una camara humeda, a fin de mantener la 
humedad en el suelo. 

e. Colocar las cajas en camara humeda, si hay comodidad. 

f. Despues de 15-20 dfas, levantar con cuidado los portaobjetos, 
despegandolos sin arrastrar. 

g. Sumergir las laminas en agua para eliminar el exceso de tierra. 

h. Secar al ambiente. 

i. Fijar por calor. 

j. Golorar con eritrosina fenicada, 5-10 minutos, cubriendo totalmente el 

vidrio y calentando a vapor directo, sin llegar a secar, reponiendo, si es 

necesario, mas colorante. 

k. Lavar con agua y secar. 

l. Observar con lente de inmersion. 

m. Hacer dibujo de las formas que se observen. 
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Ejercicio N ° 13 

AMONIFICACION 

OBJETO. Determinar la presencia en el suelo de bacterias con propiedades 
proteolfticas, cuya funcion fundamental es la degradacion de las sustancias 
proteicas hasta nitrogeno libre. Protemas - proteosas - peptonas - polipeptidos - 
aminoacidos - NH3. 

PROCEDIMIENTO 

Medio de cultivo 

Solucion salina standard 50 ml 

Asparagina 0,2 g 

Solucion de oligoelementos (1) 

Repartir en tubos (10 ml) y esterilizar a 110 °C por 20 minutos. 

a. Preparar una suspension de tierra de 10" 1 a 10~ 8 , siguiendo la tecnica 
indicada. 

b. Sembrar 3 tubos con el medio indicado, de cada una de las suspensiones 
preparadas (0,2 ml por tubo). 

c. Incubar a 28-30 °C. 

d. Cada 24 horas determinar la formation de amonfaco utilizando el reactivo 
de Nessler, procediendo de la manera siguiente: 

1 ml de cada tubo se coloca en pequenos tubitos y se les agrega dos gotas 
del reactivo, de Nessler. La coloration amarillenta indica reaction 
positiva. Se puede tambien utilizar una piedra de toque para simplificar el 
proceso. 

e. Calcular la cantidad mas probable de proteolfticos por cada gramo de 
tierra utilizando las tablas de Me Crady. 
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Ejercicio N ° 14 


PROTEOLISIS 

OBJETO. Determinar la presencia de bacterias proteolfticas en el suelo. 

PROCEDIMIENTO 


Medio de cultivo 


Solucion salina standard 

50 

ml 

Gelatina 

30 

g 

Solucion de oligoelementos 

1 

ml 

Agua destilada, hasta 

1 

litro 


Fundir la geladna y arreglar el pH. 7-7,2. Repardr en pequenos tubos, 2 ml por 

°c 

tubo, y esterilizar a 1 10 por 20 minutos. 

a. Preparar una suspension de derra (1 gramo en 9 ml de agua esterilizada). 
Agitar fuertemente y decantar por varios minutos. 

b. Sembrar 0,5 ml de esta suspension en tres tubos con medio gelatina. 

c. Incubar a 25 c . 

d. Despues de 15 dfas, colocar los tubos en refrigeradora (2-4 °C) durante 
hora y media. 

e. En los tubos que permanecen liquidos hay proteolisis. 

f. Hacer un preparado microscopico para observar las formas bacterianas. 

g. Eventual aislamiento en el medio arriba indicado en cajas de Petri, 
aislando las colonias licuantes de la gelatina que aparecen en las cajas. 
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Ejercicio N ° 15 

AMONIFICACION 

OBJETO. Determinar rapidez en la proteolisis bacteriana sobre distintos 
medios de culdvo. 

PROCEDIMIENTO 

a. Preparar una suspension de tierra (1 gramo de tierra tamizada en 9 ml de 
agua sin cloro). 

b. En tres tubos, conteniendo caldo comun de carne, agregar a cada uno 0,5 
ml de esta suspension. 

c. En tres tubos conteniendo un medio de cultivo con urea, agregar a cada 
uno 0,5 ml de esta suspension. 

d. Incubar durante una semana a 28-30 c . 

e. Determinar cada dos dfas la presencia de amonfaco en cada tubo 
sembrado, utilizando el reactivo de Nessler y siguiendo el procedimiento 
indicado o colocando en una placa de toque dos gotas del reactivo y dos 
gotas del cultivo a ensayar. La coloracion amarillo-marron indica 
presencia de amonfaco y, por lo tanto, la descomposicion de la sustancia 
nitrogenada por la accion microbiana. 

Solution de urea 


Urea 

20 

g 

Extracto de carne 

5 

g 

Fosfato bipotasico 

1 

g 

Cloruro de calcio 

0,1 

g 

Sulfato de magnesio 

0,3 

g 

Cloruro de sodio 

0,1 

g 

Cloruro ferrico 

0,01 

g 

Agua 

1 

It 


Distribuir en tubos (5 ml) 

Esterilizar a 110 °C por 20 minutos. 



nh 3 

2 dfas 

4 dfas 

7 dfas 

Caldo 




Sol. Urea 
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Ejercicio N ° 16 

CULTIVO ESPONTANEO DE AZOTOBACTER 

OBJETO. Observation y aislamiento de Azotobacter en una muestra de suelo. 

PROCEDIMIENTO 

Medio de cultivo 


Solucion salina standard 


50 ml 

Extracto de tierra (1) 


10 ml 

Solucion de oligoelementos (2) 

1 

ml 

Manita 

10 

g 

Agua destilada, cantidad hasta 

1 

litro 


Distribuir en tubos (7 ml) y esterilizar a 110 °C. por 20 minutos. 

a. Preparar una suspension de tierra (1 g en 9 ml de agua esteril) y agitar 
vigorosamente. 

b. Dejar decantar varios minutos. 

c. Sembrar 1 ml del liquido sobrenadante en dos tubos con el medio lfquido 
anotado. 

°c 

d. Incubar a 28 durante 7 a 10 dfas. 

e. La formacion de un velo superficial, de color marron indica Azotobacter. 

f. Tomar material con una pipeta o ansa y depositar sobre un portaobjeto 
flameado. 

g. Mezclar con una gota de lugol. 

h. Observar entre porta y cubre, la estructura interna del Azotobacier y las 
formaciones granulares en su interior. 

i. Eventualmente hacer dibujos o aislamientos. 

j. En el caso de aislamiento, efectuar siembras por estrfas en superficie en 
cajas de Petri con agar manita (medio de Ashby). Las colonias de 
Azotobacter se caracterizan por su aspecto mucoso y a los pocos dfas se 
vuelven marron. 

(1) Ver apendice: Medios de cultivo generales N° 17. 

(2) Ver apendice: Medios de cultivo generales N° 15. 
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Ejercicio N ° 17 

AISLAMIENTO DE AZOTOBACTER 

OBJETO. Aislar Azotobacter siguiendo el metodo de la tierra empastada de 

Winogradsky. 


PROCEDIMIENTO 


a. 100 gramos de tierra previamente tamizada se mezcla con 1 gramo de 
piruvato de sodio. 

b. Agregar suficiente agua esteril, hasta formar una pasta perfectamente 
moldeable, de consistencia pastosa, pero sin exceso de agua. 

c. Repartir el material en pequenas cajas de Petri (5 cm) o en envases de otro 
material pero de la misma capacidad aproximadamente, rellenandolas bien 
con la ayuda de una espatula de metal. 

d. Alisar bien la superficie con un portaobjeto previamente humedecido, de 
tal manera de dejar la superficie de la tierra perfectamente lisa. 

e. Incubar las cajas en camara humeda a 280 C durante dos o tres dfas. 

f. Observar la formacion de colonias elevadas sobre la superficie de la tierra, 
al principio de color blanquecino y luego, despues de varios dfas, de color 
marron. 

g. Tomar material de una de estas colonias y hacer preparados microscopicos 
tenidos y sin tenir para observar la forma y la estructura interna del 
Azotobacier. 

h. Para los preparados tenidos usar una solucion de lugol ccmo colorante. 

i. Eventual aislamiento de colonias para un estudio posterior. 
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Ejercicio N ° 18 

DETERMINACION DE ELEMENTOS C AREN Cl ALES DEL SUELO 
POR METODO BIOLOGICO 

OBJETO. Determinar biologicamente la presencia en el suelo de fosforo y 
calcio, siguiendo el metodo de la tierra empastada de Winogradsky. 

PROCEDIMIENTO 


a. A 200 gramos de tierra tamizada agregarle dos gramos de piruvato de 
sodio y mezclar bien. 

b. Dividir el todo en cuatro porciones de 50 gramos, aproximadamente, cada 
una. 

c. Agregar a las distintas porciones: 

1) Porcion testigo, nada. 

2) 0,25 gramo de fosfato bipotasico. 

3) 0,25 gramo de carbonato de calcio y 0,25 gramo de fosfato 
bipotasico. 

d. Empastar cada una de estas porciones con agua esteril, la cual debe 
contener una suspension de Azotobacter, hasta conseguir una consistencia 
moldeable. 

e. Alisar las superficies de las cajas con un portaobjeto previamente 
humedecido. Uno para cada caja. 

f. Incubar a 28 °C durante 3-4 dfas, colocando las cajas en una camara 
hurneda. 

g. Si en la muestra testigo hay abundante desarrollo de colonias 
superficiales, indica que es un suelo normal. 

h. Si la muestra testigo no presenta desarrollo, observar cual de las otras 
muestras ha dado desarrollo de las colonias superficiales caracteristicas de 
Azotobacter. 

i. En las cajas donde hay desarrollo, indica el o los elementos carentes en el 
suelo, agregados a dichas porciones. 
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Ejercicio N 9 19 

DESARROLLO DE AZOTOBACTER EN “SILICO-GEL” 

OBJETO. Observar y aislar Azotobacter en cultivos espontaneos en “silico- 

gel”. 

PROCEDIMIENTO 

Medio de cultivo 

Solucion salina standard (1) 100 ml 

Carbonato de calcio 0,5 g 

Solucion de glucosa 

Solucion acuosa de glucosa al 30% esterilizada por filtracion en bujfas 
amicrobicas. 

a. Preparar cajas de “sllico-gel”, ya sea mediante el metodo de la dialisis o 
por el procedimiento de la columna de resma cationica, segun 
procedimientos indicados. (1) 

b. Repartir en cajas de Petri a razon de 30 ml por caja. 

c. Una vez listas las cajas para ser utilizadas se agrega a cada una de ellas: 

2 ml de medio de cultivo salino. 

1 ml de solucion de glucosa. 

d. Evaporar el excedente de agua en una estufa de 50 °C. 

e. Distribuir en la superficie del gel, 25 granitos de tierra, en forma 
equidistante. 

f. Incubar a 28 °C durante 48 horas. 

g. Observar la formacion de mucus alrededor de los granitos de tierra. 

h. Placer preparados microscopicos tenidos para observar la morfologfa. 

i. Aislar este material en medio indicado para Azotobacter y efectuar una 
posterior purification para un estudio mas detallado de la especie. 
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Ejercicio N ° 20 

BIOFIJACION SIMBIOTICA DEL NITROGENO ATMOSFERICO 

OBJETO. Observation de Rhizobium en nodulos de leguminosas. 

PROCEDIMIENTO 

a. Elegir plantas de leguminosas que presenten nodulos grandes y formados 
alrededor de la rafz principal. 

b. Eliminar cuidadosamente la tierra y tomar varios nodulos, utilizando una 
pinza. Elegir nodulos grandes. 

c. Colocar los nodulos elegidos en una caja de Petri que contenga una 
solution de bicloruro de mercurio al 2%. Dejarlos por un minuto y luego 
pasarlos a otra caja con agua esteril, para eliminar el exceso de bicloruro, 
haciendo, si fuera necesario, varios pases a otras cajas para eliminar el 
resto del desinfectante. 

d. Colocar los nodulos en una caja esteril y luego romperlos mediante 
presion con una pinza flameada hasta extraer el liquido lechoso que 
contienen. 

e. Con una pipeta de punta fina tomar un poco de este material, en forma 
aseptica, y colocarlo sobre un portaobjeto. 

f. Hacer una extension y fijar con alcohol absoluto, cubriendo el preparado 
(3-4 gotas) y dejando evaporar. 

g. Tenir con eritrosina fenicada durante 10 minutos. 

h. Lavar con agua, secar y observar con inmersion. 

i. Eventualmente efectuar aislamientos y dibujos de las formas que se 
observan. 
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Ejercicio N °21 

AISLAMIENTO DE RHIZOBIUM 

OBJETO. Indicar la tecnica mas corriente para efectuar aislamientos de 

especies de Rhizobiurn directamente de nodulos de leguminosas. 

PROCEDIMIENTO 

Medio de cultivo 


Fosfato bipotasico 

0,5 

g 

Sulfato de magnesio 

0,2 

g 

Cloruro de sodio 

0,1 

g 

Carbonato de calcio 

3 

g 

Manita 

10 

g 

Agua de levadura pH 7,0 

100 

ml 

Rojo Congo (sol. acuosa 0,2% ) 

10 

ml 

Agar 

20 

g 

Agua destilada 

900 

ml 


Repartir en tubos y esterilizar a 110 °C por 20 minutos. 

1. Una vez esteril el medio, preparar varias cajas de Petri. 

2. Tomar un nodulo previamente desinfectado en bicloruro y colocarlo sobre 
un portaobjeto flameado y luego triturarlo con una pinza flameada (ver 
ejercicio N° 20). 

3. Agregarle unas gotas de agua esteril. 

4. Tomar con ansa material y sembrar por estrfa en superficie en las cajas 
previamente preparadas. 

5. Incubar a 28 °C. 

6. A los 5-6 dfas, observar la formacion de colonias mucosas de bordes 
redondeados, de aspecto humedo y brillante. 

7. Aislar varias colonias en agar cuna, para un eventual ensayo de 
inoculacion en semillas de leguminosas. 
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Ejercicio N 22 

INOCULACION DE RHIZOBIUM FN SEMILLAS LEGUMINOSAS 

OBJETO. Determinar la formation de nodulos en leguminosas y eventual 

aislamiento. 

PROCEDIMIENTO 

1. Preparar una solution de melaza al 10%. Se puede usar tambien leche 
descremada, talco, tierra de infusorios. 

2. Suspender en la solution de melaza un cultivo fresco de Rhizobium 
espetifico de la semilla de leguminosa a ensayar. 

3. Verter esta suspension sobre las semillas, mezclando con la mano lo mejor 
posible. 

4. Agregar un polvo secante como talco o simplemente tierra fina y seca para 
que las semillas no se apelmacen. 

5. Proceder a sembrar en macetas o potes o en parcelas preparadas para esta 
siembra, dejando siempre el correspondiente testigo en ambos casos. 

6. Observar despues de uno o dos meses la formation de nodulos en las 
raicillas de las plantas desarrolladas, teniendo la precaution de arrancar 
las plantas de tal manera de no lastimar las raicillas. 

7. En el laboratorio, despues de separar lo mejor posible toda la tierra 
adherida a las raicillas, estas se lavan sumergiendolas en un recipiente con 
agua. 

8. Se eligen varios nodulos y se colocan en una caja de Petri. 

9. Desinfectarlos con bicloruro de mercurio al 2 por mil. 

10. Aislar de los nodulos el Rhizobium y comparar con el cultivo utilizado 
para la inoculation. 
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Ejercicio N ° 23 

NITRIFICACION 

A) NITRITACION 

OBJETO. Determinar la presencia de bacterias nitrificantes en el suelo, las 

cuales transforman las sales amoniacales a nitritos. 

NH + 4 +l 1 / 2 0 2 N0 2 H + H 2 0 

PROCEDIMIENTO 


Medio de cultivo 


Solucion salina standard (1) 

50 

ml 

Sulfato de amonio 

0,5 

g 

Carbonato de calcio esteril 

1 

g 

Agua destilada 

950 

ml 


a. Distribuir en Erlenmeyer de 250 ml de capacidad, a razon de 100 ml por 
frasco, el medio de cultivo indicado. Esterilizar a 110 °C por 20 minutos. 

b. Agregar a cada Erlenmeyer 1 gramo de tierra de jardfn, previamente 
tamizada. 

c. Incubar a 28 °C y despues de 5-6 dfas, determinar presencia de nitritos 
mediante el reactivo de Trommsdorff o P.Grees. 

d. Determinar la desaparicion de la sal amoniacal mediante el reactivo de 
Nessler. 



5 dfas 

7 dfas 

10 dfas 

15 dfas 

nh 4 





no 2 








PRACTICAS DE LAB ORATORIO 


Ejercicio N ° 24 
NITRIFICACION 
B) NITRATACION 

OBJETO. Determinar la formacion de nitratos por las bacterias nitratadoras. 

N0 2 H + ‘/i 0 2 A N0 3 H 


PROCEDIMIENTO 

Medio de cultivo 


Solucion salina standard (1) 

50 

ml 

Nitrito de sodio 

0,5 

g 

Carbonato de calcio esteril 

1,0 

g 

Agua destilada 

950 

ml 


a. Distribuir el medio de culdvo en Erlenmeyer, a razon de 100 ml por 
frasco. Esterilizar a 110 °C por 20 minutos. 

b. Agregar a cada frasco 1 gramo de tierra tamizada. Preferentemente tierra 
de jardfn. 

c. Incubar a 28 °C por varios dfas. 

d. Determinar nitratos con difenilamina sulfurica. 

Colocar en tubo pequeno dos gotas de cultivo problema y luego agregar: 
50 miligramos de urea, 10 gotas de acido sulfurico concentrado y 10 gotas 
de difenilamina. Una coloracion azul indica presencia de nitratos. 

e. Determinar nitritos con reactivo de Trommsdorff. 



5 dfas 

7 dfas 

10 dfas 

15 dfas 

no 2 





N0 3 
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Ejercicio N ° 25 

PODER NITRIFICADOR DE UN SUELO 

OBJETO. Determinacion cuantitativa de las playas formadas alrededor 

de los granitos de tierra sembrados en cajas de silico-gel. 
enlucidas con carbonato de calcio. 


Medio de cultivo. 



Solution salina. (1) 

Fosfato bipotasico 

5 

g 

Sulfato de magnesio 

2,5 

g 

Cloruro de sodio 

2,5 

g 

Sulfato ferrico 

0,05 

g 

Sulfato de manganeso 

0,05 

g 

Agua 

1 

litro 


Solution de sulfato de amonio 1% 

Suspension acuosa de carbonato de calcio 25% 


PROCEDIM1ENTO 

a. Esterilizar dos cajas de “silico-gel” en agua hirviendo durante medio 
minuto. 

b. Agregar a cada caja 1 ml de solucion salina y 1 ml de solucion amoniacal. 

c. Distribuir uniformemente en toda la superficie del gel, inclinando 
suavemente la caja hacia uno y otro lado. 

d. Agregar 1 ml de carbonato de calcio, agitando el recipiente antes de tomar 
material con pipeta esteril y distribuir uniformemente en la superficie del 
medio. 

e. Eliminar el exceso de agua en una estufa a 50 °C, colocando las cajas sin 
tapa hasta evaporation total. 

f. Distribuir 100 granitos de tierra en la superficie del medio, en forma 
equidistante y ordenada. 

g. Incubar a 28 c , durante dos semanas. 

h. Contar los granitos de tierra que presentan playas transparentes a su 
alrededor, debido a la disolucion del carbonato y formando cristales de 
nitrito de calcio transparentes. 
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i. Determinar cual de las muestras ensayadas presenta mayor canddad de 
granitos con playa. 

j. El mayor numero de playas indica mayor poder de nitrificacion de dicho 
suelo. 
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Ejercicio N 26 

BACTERIAS CELULOLITICAS AEROBIAS 

OBJETO. Determinar la presencia en el suelo de bacterias celuloliticas. 
Medio de cultivo 


Fosfato de potasio 

1 

g 

Nitrato de potasio 

1 

g 

Sulfato de magnesio 

0,5 

g 

Percloruro de hierro 

2 

gotas 

Agar “Difco” 

20 

g 

Agua destilada 

1 

litro 

Ajustar el pH a 

7,2-7,5. 


Repartir en tubos (10 ml) y esterilizar a 110 °C por 20 minutos. 

Esterilizar en una caja de Petri, discos de papel de filtro (Durrieux III). 

PROCEDIMIENTO 

1. Preparar dos o tres cajas de Petri, volcando un tubo por caja de acuerdo 
con la tecnica corriente. 

2. Una vez solidificado el medio, sembrar por extension en superficie una 
suspension de suelo (3-4 gotas), distribuyendo todo el material 
uniformemente. 

3. Cubrir la superficie sembrada con un disco de papel de filtro esteril, 
tratando dc adherirlo lo mejor posible al medio. Usar una pinza flameada. 

4. Incubar a 28 °C durante una semana, colocando las cajas con las tapas 
hacia abajo. 

5. Observar la aparicion de colonias celuloliticas que desarrollan sobre la 
superficie, de colores variados y que ataquen el papel de filtro. 

6. Montar preparados microscopicos para observar la morfologia de las 
bacterias celuloliticas. 


7. 


Determinar generos (Cytophaga o Ceh'vibrio), segun la morfologia. 
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Ejercicio N ° 27 

BACTERIAS CELULOLITICAS ANAEROBIAS 

(mesofias y termofilas) 

OBJETO. Determinar la presencia en el suelo de bacterias celulolfticas 

anaerobias. 

Medio de cultivo 


Solucion salina standard (1) 

50 

ml 

Nitrato de amonio 

2 

g 

Peptona 

1 

g 

Extracto de tierra 

20 

ml 

Carbonato de calcio 

3 

g 

Polvo de celulosa (Watman) utilizada 



para cromatograffa 

0,1 

g 

Agua destilada 

1 

litro 


Mezclar bien y distribuir en tubos Durham (con tubitos. trampa), a razon de 8 ml 

por tubo. 

PROCEDIMIENTO 

a. Agregar a cada uno de 10 tubos, 1 ml de suspension de tierra (1 gramo de 
tierra en 9 ml de agua esteril), agitar vigorosamente y decantar. 

b. Incubar cinco tubos a 30-35 °C. 

c. Incubar el resto de los tubos a 56 °C. 

d. Despues de una semana, observar formacion de gas en todos los tubos. 

e. La aparicion de gas en los tubos incubados a 30-35 °C, indica presencia de 
celulolfticos mesofilos. 

f. La aparicion de gas en los tubos incubados a 56 °C, indica presencia de 
celulolfticos termofilos. 

b. Montar varios preparados microscopices de ambos cultivos, para observar 
las formas microbianas presentes. 
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Ejercicio N 9 28 

EXAMEN BACTERIOLOGICO EN AGUA 

(Cuantitativo) 

OBJETO. Determinar la carga bacteriana que tiene una muestra de agua. 

PROCEDIMIENTO 


a. Repartir en 3 cajas de Petri esteriles 0,1-0,5 y 1 ml de la muestra a 
examinar. 

b. Volcar en cada caja 1 tubo fundido y enfriado de medio agarificado (agar 
extracto de tierra o agar extracto de carne). Mezclar bien. 

c. Dejar solidificar y colocar las cajas en incubadora de 37 °C por 48 horas. 

d. Contar con una lupa cuenta-colonias, todas las colonias que aparezcan en 
las diferentes cajas. Es conveniente descartar las cajas que tengan menos 
de 30 colonias y las que tengan mas de 300. 

e. El resultado obtenido con la caja sembrada con 0,1 ml se multiplica por 
10; la sembrada con 0,5 se multiplica por 2. 

f. La suma de los resultados finales de las tres cajas dividida por 3, nos da la 
media aritmetica, o sea, la cantidad de microbios que contiene el agua- 
problema en 1 ml. 

NOTA. 

El material a examinar debe tomarse de acuerdo con los metodos indicados y en envases 

previamente esterilizados o hervidos. Las aguas potables que tengan una carga bacteriana 

mayor o alrededor de 50 colonias por ml, son aguas sospechosas santariamente. 
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Ejercicio N °29 

EXAMEN PRESUNTIVO EN AGUA 


OBJETO. Determinar la posible contaminacion fecal del agua o un estado 

higienico sospechoso. 

PROCEDIMIENTO 


Medio de cultivo (caldo lactosado) 

Extracto de carne 
Peptona 
Lactosa 
Agua destilada 

pH 6,5-6,8. 


5 

5 

5 

1 



Repartir en tubos Durham, con tubitos-trampa, a razon de 20 ml por tubo. Deben 

°c 

usarse tubos grandes de 2 cm de diametro. Esterilizar a 1 10 por 30 minutos. 

a. Sembrar en 5 tubos, 10 ml de agua en cada uno. 

b. Incubar por 24 horas a 37 c . 

c. Si no hay formacion de gas, incubar por 24 horas mas. 

d. Si hay formacion de gas en cualquiera de los tubos despues de estos 
tiempos, el examen presuntivo se da como positivo. El gas se acumula en 
el interior del tubito-trampa y una cantidad mayor al 10% de su contenido 
es indicio de presencia de coliformes. 

e. Cuando no hay presencia de gas en ninguno de los tubos sembrados, el 
examen presuntivo se da como negativo. 

f. La presencia de pequenas cantidades de gas o de burbujas en cualquiera 
de los tubos sembrados, es un examen presuntivo dudoso. 
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Ejercicio N ° 30 

EXAMEN BACTERIOLOGICO EN LECHE 

OBJETO. Determinar la cantidad de bacterias que condene 1 ml de leche 

examinada. 

PROCEDIMIENTO 

a. Tomar 10 ml de leche-problema y mezclarlos con 90 ml de agua esteril, 
agitando por lo menos 25 veces, con lo cual se ha preparado una dilucion 
al decimo (10 1 ). 

b. De la dilucion anterior, tomar 10 ml y mezclarlos con 90 ml de agua 
esteril (dilucion 10~ 2 ). 

c. Repetir esta operacion, tomando 10 ml de esta ultima dilucion y 
mezclando con 90 ml de agua esteril, obteniendo asf la dilucion al 
milesimo (10 1 ). 

d. Si es necesario, seguir preparando diluciones menores, siguiendo la 
misma tecnica. 

e. Colocar en cajas diferentes, 1 ml de cada una de estas diluciones, tomando 
el material cada vez con nueva pipeta esteril. Se puede usar una sola 
pipeta, empezando de la dilucion ultima hacia la primera. 

f. Volcar en cada caja un tubo de agar triptona, previamente licuado y 
enfriado. 

g. Mezclar el medio con la leche distribuyendo bien todo el material 
uniformemente y en la mejor forma posible. 

h. Dejar solidificar. 

i. Incubar a 37 °C durante 48 horas. 

j. Contar las colonias que aparecen, usando lupa cuentacolomas. 

k. Multiplicar los resultados de cada caja por la correspondiente dilucion, 
para referirla al ml de leche examinada. 
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l. Sacar la media aritmetica de todos estos resultados para obtener la 
cantidad de bacterias que tiene la muestra de leche en 1 ml. 

m. Eventualmente aislar colonias en agar inclinado, para un posible estudio 
posterior. 

Medio agar triptona 

Extracto de carne 3 

Triptona 5 

Glucosa 1 

Agar 15 

Agua destilada 1 
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Ejercicio N ° 31 

PRUEBA DE LA REDUCTASA EN LECHE 

OBJETO. Determinar aproximadamente la carga microbiana de una leche, de 

acuerdo con la rapidez de reduccion del colorante a su leucobase. 

PROCEDIMIENTO 

a. Preparar una solucion de azul de medleno segun la tecnica dada abajo. 

b. La solucion esteril del colorante se distribuye en tubos esteriles, a razon 
de 0,5 ml por tubo. 

c. Agregar a cada tubo 20 ml de leche a examinar. 

d. Mezclar bien y colocar en incubadora a 37 °C. 

e. Observar de tiempo en tiempo si hay decoloracion en alguno de los 
tubos. 

f. Cuando esto ocurra, se anota el tiempo que ha transcurrido desde que se 
coloco en la incubadora hasta la reduccion total del colorante. 

g. De acuerdo con la clasificacion siguiente, se anota la carga bacterias por 
ml, aproximadamente. 

Escala 


Leche muy buena. 

No descolora en ocho horas. 

Contiene menos de 100.000 bacterias por ml. 


Leche buena. 

Descolora en no menos de seis horas. Contiene 500.000 bacterias 
por ml aproximadamente. 


Leche regular. 
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Descolora en no menos de dos horas. Condene de 1 a 4 millones de 
bacterias por ml. 


Leche mala. 


Descolora en menos de dos horas. Condene de 4 a 20 millones de 
bacterias por ml. 


Leche muy mala. 


Descolora en menos de 20 minutos. Contiene mas de 20 millones de 
bacterias por ml. 


NOTA 

Muchas veces no se consigue una decoloration total sino que queda un pequeno anillo azul en 
el fondo del tubo. Si esto ocurre, se debe dar por terminado el tiempo cuando han 
desaparecido las 4/5 partes del colorante en la columna de leche. 

Preparacion del azul de metileno 

a. Preparar una solucion alcoholica saturada de azul de metileno, disolviendo 
10 gramos de colorante en 30-40 ml de alcohol al 95%. 

b. Agitar bien y dejar 24 horas en reposo, agitando de vez en cuando. 

c. La solucion esta saturada cuando permanece parte del colorante 
precipitado y sin disolver. En caso contrario, agregar mas colorante y 
repetir la operacion. 

d. Tomar 2,5 ml de esta solucion y disolverla en 97,5 ml de agua destilada. 

e. Distribuir en tubos de ensayo esteriles, a razon de 0,5 ml por tubo. 
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Ejercicio N ° 32 

FORMACION DE CATALASA 

OBJETO. Determinar la propiedad que denen ciertas bacterias de formar 

catalasa como resultado de su metabolismo en el medio de culdvo. 

PROCEDIMIENTO 

a. Sembrar en agar cuna el cultivo que se quiera ensayar. 

b. Incubar a temperatura optima durante varios dfas hasta que presente un 
desarrollo abundante. 

c. Si presenta un buen desarrollo, agregar al medio una solucion de agua 
oxigenada al 3%, hasta cubrirlo totalmente. 

d. Observar inmediatamente el desprendimiento de burbujas en la superficie 
del medio donde hay desarrollo microbiano. 

e. La formacion de estas burbujas, indica la descomposicion del agua 
oxigenada agregada, debido a la formacion de una oxidasa, enzima 
especffica denominada catalasa, elaborada por las celulas bacterianas. 

f. Los cultivos que dan estas caracterfsticas se marcan como catalasa 
positiva. 
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I. — MEDIOS DE CULTIVO GENERALES 


1. Caldo extracto de carne (agar nutritivo) 

3 g 

5 g 

1 litro 

7,0-7,2 


Extracto de carne 
Peptona 
Agua destilada 
Ajustar el pH a 


Para preparar agar extracto de came (agar nutritivo), agregar 20 gramos de agar a 
esta formula. 


2. Caldo tioglicolato 

Peptona 

(digestion pancreatica de la caserna) 

Glucosa 

Extracto de levaduras 
L-cistina 
Cloruro de sodio 
Tioglicolato de sodio 
Agua destilada 
Agar 

Ajustar el pH a 



5 

5 

0,75 
2,5 
0,1-0,5 
1 

0,75 

7,2 



Para conservacion, agregar carbonato de calcio y para oxidorreduccion agregar 
como indicador, azul de metileno (0,002 por mil) o rezasurina (0,00 1 por mil). 


3. Agar caseinato de sodio 


Caseinato de sodio 

1,0 

g 

Glucosa 

1,0 

g 

Sulfato de magnesio 

0,2 

g 

Fosfato bipotasico 

0,2 

g 

Sulfato de hierro 

trazas 
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Agua destilada 

1 litro 

Agar 

15 g 


4. Agar blando 

Agregar al medio de cultivo base, 0,2-0,5% de agar. 


5. Agar Czapech-Dox 

Sacarosa 

30 

g 

Nitrato de sodio 

3,0 

g 

Fosfato bipotasico 

1,0 

g 

Sulfato de magnesio 

0,5 

g 

Cloruro de potasio 

0,5 

g 

Sulfato ferroso 

0,01 

g 

Agua destilada 

1 

litro 

Agar 

15 

g 

6. Agar malta 

Extracto de malta 

30 

g 

Agua destilada 

1 

litro 

Agar 

15 

g 

Ajustar el pEI a 

5,5 


7 . Gelatina nutritiva 

Polipeptona 

5 

g 

Extracto de came 

3 

g 

Gelatina 

120 

g 

Ajustar el pH a 

6,8 


8. Medio citratado (Koser) 

Fosfato monopotasico 

1,0 

g 

Sulfato de magnesio 

0,2 

g 

Fosfato de sodio y amonio 

1,5 

g 

Citrato de sodio 

3,0 

g 

Agua destilada 

1 

litro 
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Ajustar el pH a 6,7 

9. Medio de Levine 


Peptona 

10 

g 

Lactosa 

10 

g 

Fosfato bipotasico 

2,0 

g 

Agar 

15,0 

g 

Eosina Y (amarilla) 

0,4 

g 

Azul de metileno 

0,065 

g 

Agua destilada 

1 litro 

Ajustar el pH a 

7,1 



10. Medio Clark y hubs (R. M. V. P.) 


Peptona (mezcla de casema, 
digestion pancreatica y peptica) 7 g 

Glucosa 5 g 

Fosfato de potasio 5 g 

Agua destilada 1 litro 

Ajustar el pH a 6,9 


11. Medio de Sabouraud 


Polipeptona (mezcla digestion 



pancreatica y peptica) 

10 

g 

Dextrosa 

40 

g 

Agua destilada 

1 

litro 

Agar 

15 

g 

Ajustar el pH a 

5,6 



12. Medio de Simmons 


Fosfato de amonio monobasico 1 g 

Fosfato bipotasico 1 g 

Sulfato de magnesio 0,2 g 

Citrato de sodio 2 g 

Cloruro de sodio 5 g 
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Agua destilada 

1 

litro 

Agar 

20 

g 

Bromotimol azul, 



solucion acuosa 0,4 % 

20 

ml 

Ajustar el pH a 

6,8-7,0 


13. Agar caseinaa (digestion pancreatica). 

Medio base para fermentacion de azucares. 


Caserna (digestion pancreatica) 20 g 

Cistina 0,5 g 

Cloruro de sodio 5,0 g 

Sulfito de sodio 0,5 g 

Agua destilada 1 litro 

Agar 3,5 g 

Ajustar el pH a 7,3 


Agregar 0,5 a 1,0% de azucar. 

14. Agua de levadura 

Levadura fresca (sin almidon) 100 g 

Agua destilada 1 litro 

Hervir una hora en autoclave o 10 minutos a 120 °C, decantar y extraer por sifon, 
ajustar a Ajustar el pH a 6,0, filtrar. Se puede usar levadura en polvo; en este caso, 
agregar 5 gramos al litro de agua. 

15. Solucion de oligoelementos 

A un litro de agua destilada agregar una gota de percloruro de hierro y 0,05 g de las 
siguientes sales: molibdato de potasio, borato de sodio, nitrato de cobalto, sulfato 
de cadmio, sulfato de cobre, sulfato de manganeso. 

Esta solucion es conveniente utilizarla cuando se preparan medios de cultivo con 
agua destilada. La cantidad a agregar al medio es de 1 ml por litro. 


16. Preparacion de una suspension de tierra 
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1. 10 gramos de tierra, previamente tamizada, se colocan en un mortero esteril y 
se trituran lo mas finamente posible. 

2. Agregar 20 ml de agua esteril y seguir triturando, repitiendo esta operacion 

hasta completar los 100 ml. Terminado esto tendremos en el mortero una 
suspension de tierra 10' 1 o 1/10. 

3. 10 ml de esta suspension se agregan a frascos que contengan 90 ml de agua 

esteril y tendremos una suspension 10‘ 2 o 1/100. 

4. Si de esta ultima suspension tomamos 10 ml y lo mezclamos en un frasco 

conteniendo 90 ml de agua esteril, tendremos una suspension 10 3 o 1/1.000. 
Estas diluciones se pueden realizar en tubos de ensayo conteniendo 9 ml de 
agua esteril, que facilita enormemente la operacion, agregando cada vez 1 ml 
de la suspension anterior, en lugar de 10 ml. 

1 7. Preparation de extracto de tierra 

Es aconsejable utilizar tierra en condiciones optimas de riqueza (tierra de jardin o 
tierra abonada) con un Ajustar el pH a preferiblemente neutro. Se recomienda 
tomar las muestras a profundidades entre 10-15 cm. Dos kg de tierra dan 
aproximadamente litro y medio de extracto de suelo. 

Se agrega un volumen igual de agua, que no contenga sustancias antisepticas 
(cloro) y se calienta en autoclave una hora a 130 °C. Dejar decantar y filtrar por 
papel de filtro varias veces, hasta obtener un liquido claro. Arreglar el Ajustar el 
PH a alrededor del punto neutro y luego se reparte el liquido en frascos a razon de 
100 ml y se esteriliza a 115 °C por media hora. 

18. Preparation de “silica-gel” 

Utilizar la resina cationica (Amberlite IR 120 ) para fines analiticos, cambiador de 
iones fuertemente acido. 

Colocar la resma en un tubo de vidrio de 50 cm de altura y 4,5 cm de diametro, el 
cual lleva un tapon perforado en la parte inferior por donde se hace la descarga 
mediante un tubo de vidrio. Para retener la resma se coloca un poco de lana de 
vidrio. 

Se llena hasta la mitad con agua y luego se agrega la resma hasta formar una 
columna de 2 5-30 cm de altura. El liquido debe cubrir siempre esta columna para 
evitar la entrada de aire. 
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Se hacen pasar 500 ml de HC1 2N, muy lentamente (15 a 20 minutos) y luego se 
lava con agua destilada hasta que el Ajustar el pH a permanezca constante (3,5-4) 
usando para esto el papel indicador. 

Se prepara la solucion de silicato tomando 110 ml de silicato de sodio a 36 °Be, 
agregandole agua hasta completar el litro, y se hace pasar a traves de la columna un 
promedio de 50 ml por minuto, tratando de eliminar las primeras porciones (200- 
300 mi) hasta la aparicion de un pH acido (2,5-3). Desde este momento se recoge 
el lfquido hasta que el Ajustar el pH a permanezca constante; cuando comienza a 
subir se da por terminada la operacion, la cual dura alrededor de una hora 
normalmente. 

El lfquido puede esterilizarse y se guarda hasta el momento de su uso por varias 
semanas. 

Lav ado de la resina. Terminado el proceso, se elimina el lfquido restante y antes de 
desagotar la columna se inyecta agua de abajo hacia arriba (por el tubo de 
descarga). Cuando el agua de lavado, que sale por la parte superior no acuse mas 
alcalinidad, se termina este lavado y la columna esta lista para otra operacion 
similar. 

Preparacion del gel. 90 ml del lfquido se mezclan con 10 ml del medio de cultivo 
esterilizado aparte; se anaden dos o tres gotas de una solucion concentrada de soda 
(10%) hasta Ajustar el pH a. neutro y se distribuye en cajas de Petri esteriles a 
razon de 20 ml por caja. A los pocos minutos se produce la gelificacion. Las cajas 
pueden ser luego esterilizadas siguiendo las tecnicas ya conocidas. El medio de 
cultivo utilizado es la solucion salina standard de Winogradsky. Las cajas estan en 
condiciones de ser utilizadas para la siembra. 
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II.—MEDIOS DE CULTIVO ESPECIALES 

1. Agar de Ayers y Johnson 


Agar (Difco) “Stock culture” 

50 g 

Agua destilada 

1 litro 

Ajustar el pH a 

7,4 


2. Agar para Acetobacter (glue os ado) 


Levadura autolizada 

10 

g 

C0 3 Ca 

10 

g 

Agar 

15 

g 

Agua destilada 

1 

litro 


Calentar a 100 °C y agregar: 

Glucosa 3 g 

Despues de esterilizar, agitar los tubos a fin de que el C0 3 Ca quede en suspension 
uniforme, enfriar rapidamente e inclinar. 

3. Agar con extracto de higado para Acetobacter 


Extracto de higado 

100 

ml 

Triptona 

5 

g 

Agar 

20 

g 

Agua destilada 

900 

ml 

Calentar a 100 °C y agregar: 

Glucosa 

20 

g 

C0 3 Ca 

10 

g 


Proceder como en el medio anterior. 


4. Medio para Acetobacter (con manita) 
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Extracto de levadura 5 g 

Peptona 3 g 

Agar 15 g 

Agua destilada 1 litro 

Calentar a 100 °C y agregar: 

Manitol 25 g 


5. Medio para Azotobacter (glucosado) 


P0 4 HK 1 g 

S0 4 Mg 0,2 g 

CINa 0,2 g 

S0 4 Fe Trazas 

Agar 15 g 

Extracto de tierra 100 ml 

Agua 900 ml 


Despues de esterilizar agregar un ml de solucion de glucosa al 10% por tubo, 
antes de usar. 


6. Medio para Azotobacter (con manita) 


po 4 hk, 

1,0 

g 

S0 4 Mg 

0,2 

g 

CINa 

0,2 

g 

S0 4 Fe 

trazas 


Agar 

15 

g 

Extracto de tierra 

100 

ml 

Agua 

900 

ml 

Manita 

20 

g 

Ajustar el pH a 

8,3 



7. Infusion de higado, para anaerobios 


Hfgado de res, pic ado 
Agua 


500 g 

1 litro 



Peptona 

PO4HKO 


APENDICE 


623 


10 g 

1 g 

Colocar el hfgado en un litro de agua y guardar una noche en nevera. Tratar en el 
autoclave 121 °C por diez minutos. Colar por tela. A1 caldo agregarle la peptona y 
el PO4HK. y calentar a 100 °C. Ajustar a Ajustar el pH a 9,0, filtrar por papel y 
llevar a volumen primitivo. Para distribuir, agregar primero al tubo una pequena 
cantidad de C0 3 Ca y luego el hfgado (1,2 cm de altura), agregar el caldo (hasta 5 
cm de altura). Esterilizar en autoclave. 


8. Medio para Cellvibrio (bacterias celuloliticas) 


N0 3 Na 

2,0 

g 

S0 4 Mg 

0,5 

g 

C1K 

0,5 

g 

(S0 4 )3Fe 2 

0,01 

g 

po 4 h 2 k 

0,14 

g 

po 4 hk 2 

1,2 

g 

Extracto de levadura 

0,02 

g 

Agar 

7,5 

g 

Agua destilada 

1 

litro 


Colocar un trozo de papel de filtro (4-5 cm) sobre el agar o sumergir en el medio 
lfquido. 


9. Infusion de caldo de carne 

Carne de res desgrasada 500 g 

Agua destilada 1 litro 

Dejar una noche en nevera, quitar la espuma de grasa sobrenadante, colar por tela y 



Peptona 

CINa 


10 

5 


g 

g 


Calentar para disolver, colar por tela y llevar a volumen. Ajustar a Ajustar el pH a 
7,4. Calentar a 121 °C por quince minutos, filtrar por papel. Distribuir y esterilizar a 
121 °C veinte minutos. 
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10. Medio para Nitrobacter 


N0 2 Na 

10 g 

po 4 hk 2 

0,5 g 

CINa 

0,3 g 

S0 4 Mg 

0,5 g 

S0 4 Mn 

trazas 

(S0 4 )3Fe 2 

trazas 

Agua destilada 

1 litro 

Ajustar el pH a 

8,5 


Distribuir a razon de 100 ml por frasco y esterilizar. Lavar trozos de marmol en 
agua destilada, llenar tubos grandes 1/3 de su capacidad, esterilizar a 121 °C por 
una hora. Agregar el medio asepticamente en los tubos. 

11. Medio para Nitrosomonas 


S0 4 (NH 4 ) 2 

2,0 g 

po 4 hk 2 

1,0 g 

CINa 

0,5 g 

S04Mg 

0,5 g 

S0 4 Mn 

trazas 

(S0 4 )3Fe 2 

trazas 

Agua destilada 

1 litro 

Ajustar el pH a 

8,5 


Distribuir en frascos 100 ml; esterilizar y repartir en tubos con trozos de marmol, 
como en el caso anterior. 

12. Agar nutritivo 


Agar base (Difco) 

20 

g 

Peptona 

2,5 

g 

Extracto de carne 

1,5 

g 

Agar 

15 

g 

Agua destilada 

1 

litro 

Ajustar el pH a 

7,4 
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13. Agar papa dextrosado 

Papas, peladas y cortadas 300 g 

Agua destilada 1 litro 

No exponer las papas al aire. Hervir en medio litro de agua hasta que esten cocidas. 
Filtrar por tela y llevar a volumen. Agregar: 


Agar 15 g 

Glucosa 20 g 

Calentar para disolver y esterilizar. 

14. Agar papa 


Infusion de papa 

500 

ml 

Agua 

500 

ml 

Peptona 

10 

g 

Extracto de carne 

5 

g 

CINa 

5 

g 

Agar 

20 

g 


Calentar a 100 °C, arreglar a Ajustar el pFI a 7,3 esterilizar en 121 °C por cinco 
minutos, filtrar por algodon y agregar: 

Glucosa 10 g 

Distribuir y esterilizar. 

15. Agar-almiddn-papa 


a) 

Agar nutritivo 

3,1 

g 


Agua destilada 

80 

ml 


Ajustar el pH a 

7,4 


b) 

Almidon de papa 

1 

g 


Agua destilada (frfa) 

20 

ml 


Mezclar bien, calentar agitando constantemente hasta formar una pasta. Mezclar a 
y b, esterilizar. Usar en agar inclinado. 
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16. Medio para Rhizobium 


Extracto de levadura 

1 

g 

Agar 

15 

g 

Extracto de tierra 

200 

ml 

Agua 

800 

ml 

Ajustar el pH a 

7,4 



Calentar a 100 °C y agregar: 

Manitol 10 g 

Esterilizar. 


17. Medio para espirilos (para especies de agua de no) 


Peptona 5 g 

Extracto de carne 3 g 

Levadura autolizada 3 g 

Lactato de calcio 1 g 

Agar 2 g 

Agua 1 litro 


Para especies marinas usar agua de mar o una solucion salina equivalente. 


18. Medio para Sporovibrio (Starkey) 


Peptona 

5,0 

g 

Extracto de carne 

3,0 

g 

Extracto de levadura 

0,2 

g 

S0 4 Mg 

1,5 

g 

S 0 4 N a 2 

1,5 

g 

Sulfato ferric 0 amonico* 

0,1 

g 

Agar 

15 

g 

Agua 

1 

litro 


Calentar a 100 °C, ajustar el pH a 7,4 y agregar: 
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Glucosa 5 g 

* aumentar a 0,2 g si no se ennegrece el medio despues del desarrollo 

Entubar para puncion (tubos de 150 mm). Antes de sembrar hervir los tubos diez 
minutos y enfriar rapidamente. Despues de sembrar, introducir el tapon de algodon 
hasta la mitad del tubo, colocar 0,5 ml de acido pirogalico, agregar 8 a 10 gotas de 
OHNa de fuerte concentracion. Tapar el tubo con tapon de goma e invertirlo. 
Incubarlo en esta forma a 37 °C. 

19. Medio para Thiobacillus thioparus 


a) 

po 4 hk 2 

2,0 

g 


Cl 2 Ca 

0,1 

g 


S0 4 Mg 

0,1 

g 


S0 4 Mn 


trazas 


S0 4 Fe 


trazas 


Agua 

900 

ml 


Ajustar el pH a 

7,8 


Distribuir en frascos en cantidad de 90 ml 

y esterilizar. 


b) 

S 2 0 2 Na 2 

10 

g 


Agua 

Esterilizar en frasco. 

50 

ml 

c) 

S0 4 (NH 4 ) 2 

0,1 

g 


Agua 

Esterilizar en frasco. 

50 

ml 


Para usar agregar asepticamente a la solucion a) 5 ml de b) y 5 ml de c). 

20. Medio para Thiobacillus thiooxidans 


S0 4 (NH 4 ) 

0,2 

g 

S0 4 Mg 

0,5 

g 

Cl 2 Ca 

0,25 

g 

S0 4 Fe 


trazas 

po 4 h 2 k 

3,0 

g 

Azufre precipitado 

10 

g 

Agua 

1 

litro 
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Distribuir el azufre en 10 frascos de 250 ml de capacidad, un gramo en cada uno, y 
luego se distribuye el liquido a razon de 100 ml en cada frasco. Esterilizar media 
hora al vapor tres dias consecutivos. 


21. Agar de jugo de tomate 


Triptona 

10 

g 

Extracto de levadura 

10 

g 

Agar 

12 

g 

Agua destilada 

800 

ml 


Calentar a 100 °C, ajustar el pH a 7,2 y agregar: 

Jugo de tomate 250 ml 

Distribuir para estrfa en tubos, esterilizar. El jugo de tomate debe ser de tomates 
enlatados fuera de estacion, no de jugos comerciales. Se prepara filtrando el jugo de 
una lata N° 2, guardada en nevera una noche y ajustar el pH a 7,0. 


22. Medio tomate , levadura y leche 

Leche deshidratada descremada 
Extracto de levadura 
Agua destilada 


100 g 

5 g 

1 litro 


Mezclar bien y agregar: 

Jugo de tomate Ajustar el pH a 7,0 igual 
al anterior) 100 ml 

Azul de metileno solucion alcoholica 
al 1,5% con KOH 2 ml 


Filtrar por tela, entubar y esterilizar. 
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23. Agar de levadura triptona glucosado (N. R. R. L.) 




Triptona 

5 

g 

Extracto de levadura 

5 

g 

Glucosa 

1 

g 

P0 4 HK, 

1 

g 

Agar 

20 

g 

Agua 

1 

litro 

Ajustar el pH a 

7,0 


Medio de Ashby para Azotobacter (mod.) 

Fosfato bipotasico 

0,5 

g 

Sulfato de magnesio 

0,2 

g 

Cloruro de sodio 

0,1 

g 

Carbonato de calcio 

3 

g 

Manita 

10 

g 

Agua de levadura (pH 7) 

100 

ml 

Rojo Congo, sol. acuosa 0,25% 

10 

ml 

Cloruro ferrico 

2 

gotas 

Sulfato de manganeso 

2 

gotas 

Agar 

15 

g 

Agua destilada 

900 

ml 

Solucion salina “standard” de Winogradsky 

Fosfato bipotasico 

5 

g 

Sulfato de magnesio 

2,5 

g 

Cloruro de sodio 

2,5 

g 

Sulfato ferrico 

0,05 

g 

Sulfato de manganeso 

0,05 

g 

Agua 

1 

litro 

Ajustar el pH a 

7,2 
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III.—FORMULAS DE COLORANTES Y REACTIVOS MAS COMUNES 


A) PARA COLORACIONES SIMPLES 

1. Fucsina fenicada de Ziehl 

Solution A 

Fucsina basica (90%) colorante efectivo 
Alcohol etflico (95%) 

Solution B 

Fenol 

Agua destilada 
Mezclar A y B. 

2. Cristal violeta en solution alcoholica 

Cristal violeta (90%) colorante efectivo 
Alcohol etflico (95%) 

Agua destilada 

3. Azul de metileno alcalino de Loeffler 

Solution A 

Azul de metileno (90% colorante efectivo) 
Alcohol etflico (95%) 

Solution B 

OHK diluido (0,01% en peso) 

Mezclar A y B. 

4. Azul de metileno en solution alcoholica 

Azul de metileno (80% colorante efectivo) 
Alcohol etflico 
Agua destilada 


0,3 g 

10 ml 


5 

95 


g 

ml 


2 g 
20 ml 
80 ml 


0,3 g 
30 ml 


100 ml 


0,3 

30 

100 


g 

ml 

ml 
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5. Rosa de Bengala 

Rosa de Bengala 1 

Fenol (Solucion acuosa 5%) 100 

C12Ca 0,01- 0,03 

6. Safranina 

Safranina O 0,5 

Agua destilada 100 


7. Rojo Congo (De Benian) 


Rojo Congo (80% colorante efectivo) 2 

Agua destilada 100 

8. Eritrosina 

Eritrosina 1,0 

Fenol (Solucion acuosa 5% ) 100 


9. Violeta de genciana fenicada 

Violeta de genciana o cristal violeta 
(85% colorante efectivo) 2 

Alcohol etilico (95%) 10 

Solucion fenolica (1 %) 100 

Disolver el colorante en alcohol y agregar la solucion fenicada. 


g 

ml 

g 


g 

ml 


g 

ml 


g 

ml 


g 

ml 

ml 


B) PARA COLORACIONES DOBLES 

1. Coloracion de Gram. Metodo Hucker (modificado). 

RECOMENDADO 

1.1 Cristal violeta con oxalato de amonio 

Solucion A 

Cristal violeta (90% colorante efectivo) 2 g 
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Alcohol etflico (95%) 

Solution B 
Oxalato de amonio 
Agua destilada 

Mezclar A y B. 

1.2 Solution de iodo iodurado (Lugol) 

Iodo (cristales) 

IK 

Agua destilada 

I. 3. Safranina (colorante de contraste) 

Safranina O (solucion alcoholica 2,5% en 
alcohol de 95%) 

Agua destilada 

II. Acidorresistencia. Metodo Ziehi-Nielsen. 

RECOMENDADO 



0,8 g 

80 ml 


1 g 

2 g 
200 ml 


10 ml 

90 ml 


1. Fucsina fenicada de Ziehl 

Solution A 

Fucsina basica (90% colorante efectivo) 
Alcohol etflico 

Solution B 

Fenol 

Agua destilada 
Mezclar A y B. 


0,3 g 

10 ml 


5 

95 


g 

ml 


2. Colorante de contraste 


Azul de metileno (formula dada arriba) 
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3. Fucsina fenicada de Kinyoun (para usar en lugar de la Ziehl) 


Fucsina basica (90% colorante efectivo) 
Fenol (en cristales) 

Alcohol etilico (95%) 

Agua destilada 

C) PARA COLORACIONES DE FLAGELOS 
1. Metodo Casares-Gil 

a. Mordiente 

Acido tanico 

C1 3 A1.6H 2 0 
Cl 2 Zn 

Fucsina basica 
Alcohol (60%) 

b. Colorante 


D) PARA COLORACIONES DE CAPSULAS 


Metodo Anthony (modificacion de Tyler). 
RECOMEND ADO 

Cristal violeta (85% colorante efectivo) 
Acido acetico glacial 
Agua destilada 


4 

8 

20 

100 




0,1 g 

0,25 ml 

100 ml 


E) PARA COLORACIONES DE ENDOSPORAS 

Metodo Dorner. 


RECOMEND ADO 
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1. Fucsina fenicada de Ziehi (formula dada arriba) 

2. Nigrosina 

Nigrosina (nigrosina B de Griibler) 10 g 

Agua destilada 100 ml 

Formalina 0,5 ml 

Filtrar dos veces por papel y distribuir en tubos de serologia 5 ml en cada uno. 

F) PARA GOTAS DE GRASA 

Metodo Burdon 

1 . Color ante 

Sudan negro B (certificado) 0,3 g 

Alcohol etflico (70%) 100 ml 
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IV.—REACTIVOS PARA ENSAYOS BIOQUIMICOS 


1. Preparation de soluciones colorantes diluidas 

Solution de cristal violet a 1:1.000. 

Cristal violeta (90% colorante efectivo) 
Agua destilada 

Solution de cristal violeta 1:10.000. 

Solucion 1:1.000 
Agua destilada 

Solution de cristal violeta 1:100.000. 

Solucion 1:1.000 
Agua destilada 

2. Reactivo de Nessler (amomaco) 

Ioduro de potasio 
Agua (libre de amomaco) 


0,1 g 

100 ml 


10 ml 

90 ml 


1 ml 

99 ml 


50 g 
35 ml 


Agregar, una vez disuelto el IK, una solucion saturada de ClHg hasta la aparicion 
de un precipitado persistente. Agregar luego 400 ml de una solucion de OHK al 
50%. Llevar a un litro. Dejar decantar. 


3. Alfa-naftilamina (nitritos) 

Solution A 

Acido sulfanilico 

Acido acetico 5/N (una parte de acido ace- 
tico glacial en 2,5 partes de agua destila¬ 
da) 

Solution B 

Alfa-naltilamina 
Acido acetico 5/N 


0,8 g 

100 ml 

0,5 g 

100 ml 


4 . 


Difenilaniina (nitratos) 
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Difenilamina 0,7 g 

H 2 S0 4 (concentrado) 60 ml 

Agua destilada 28,8 ml 

HC1 (concentrado) 11,3 ml 


Disolver la difenilamina en el agua con el acido sulfurico. Agregar lentamente el 
acido clorhidrico en frfo. 


5. Reactivo para Indol (Kovacs) 



Para - dimetilamina - benzoaldehido 

5,0 

g 


Alcohol amilico 

75 

ml 


HC1 concentrado 

25 

ml 

6. 

Rojo de metilo 




Rojo de metilo 

0,1 

g 


Alcohol etilico (95%) 

300 

ml 


OHNa (0,1 N) 

3,7 

ml 


Agua destilada 

196 

ml 

7. 

Solucion de bicloruro de mercurio (0,1%) 




ClHg 

1,0 

g 


Agua destilada 

1 

litro 

8. 

Leche con tornasol 




Tornasol 

5,0 

g 


Agua destilada 

100 

ml 

9. 

Alcohol-acido (acido-resistencia) 




Alcohol (95%) 

100 

ml 


HC1 concentrado 

3 

ml 


10. Mezcla sulfocrdmica (para limpieza de vidrios) 
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Bicromato de potasio 80 g 

Acido sulfurico (concentrado) 1 litro 

Calentar hasta disolucion, solucion color cafe. 


11. Azul de metileno (para pruebas de reductasa) 

Disolver una tableta standard de azul de metileno, preparado por la National 
Aniline Co. en 200 ml de agua. Se usa 1 ml en 10 ml de leche. 

12. Reactivo de Trommsdorff (para nitritos) 


Cloruro de cine 
Almidon 
Ioduro de cine 
Agua destilada 



Disolver el cloruro de cine en 100 ml de agua destilada, agitando y calentando a 
ebullicion. Agregar esta solucion al almidon disuelto en agua y seguir calentando 
hasta que el almidon se disuelva lo mas posible y se obtenga una solucion clara. 
Diluir con agua y agregar el ioduro de cine. Completar a un litro con agua 
destilada. Guardar fuera de la luz. 
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Aureomicina 343. 

Autoclaves 237, 238, 237, 240. 
Autoctonas 333. 

Autotrofia 81. 

Autotrofos 81, 82, 83, 88, 334. 
Auxinas 3 7 8. 

Auxonografico (metodo) 32. 
Azomonas 4 14. 


Azotobacter 32, 

33, 

37, 88, 

333, 

338, 

345, 

356, 

358, 

376, 

377, 

378, 

377, 

414, 

415, 

416, 417, 420, 421, 

422, 

423, 

424, 
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